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@ TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafUr kodierende DNAs. 

® DNA-Sequenzen, kodierend fur ein TNF-bindendes Protein und fOr den TNF-Rezeptor, von dem dieses 
Protein die losliche Domane darstellt Die DNA-Sequenzen l<6nnen fUr die Herstellung rekombinanter DNA- 
MolekUIe zur Herstellung von TNF-blndendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekombinantes 
TNF-bindendes Protein kommt in pharmazeutischen Zubereitungen zur Behandiung von Indikationen, bei denen 
eine schSdigende Wirkung von TNF auftritt. zur Anwendung. Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragnnenten 
davon oder mit Hllfe geeigneter Wirtsorganismen. transformiert mit rekomblnanten DNA-MolekUlen, enthaltend 
die fur den TNF-Rezeptor kodierende DNA oder Fragmente Oder Modiflkationen davon, konnen Substanzen auf 
ihre Wechselv/irkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder auf thre Beeinflussung der biologischen Wirkung von TNF 
untersucht werden. 
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TNF-Rezeptor, TNF blndende Proteine und dafUr kodierende DNAs 



Die Erfindung bezieht sich auf einen TNF-Rezeptor sowie auf ein TNF bindendes Protein. 
Tumcmekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals Im Serum von Mausen und Kaninchen gefunden. die mit 
Bacilius Calnnette-Guerin inflziert und denen Endotoxin injiziert worden war, und auf Grund seiner cytotoxl- 
schen und Antitumoreigenscfiaften erkannt (Carswel! et'al., 1975)'; Er wird vor allem von aktivierten 

5 Makropliagen und Monozyten produziert Zahlreiche Zelltypen, die Zieie fUr TNF sind, weisen Oberflachen- 
rezeptoren mit hoher Affinitat fGr dieses Polypeptid auf (Old et al., 1987); es wurde angenommen, daiJ 
Lymphotoxin (TNF-^) an denselben Rezeptor bindet (Aggarwai et al., 1985, GuIllDerg et a!., 1987). TNF-a ist 
identisch mit einem als Cachectin bezeichneten Faktor (Beutler et al., 1985), der die Lipoproteiniipase 
unterdrOckt und bei cronisch-entzOndlichen und maiignen Erkrankungen zur Hypertriglyceridamie fUhrt 

. 70 (Tortie et al.. 1985, Mahoney et al., 1985). TNF-a dUrfte an der Regulation des Wachstums sowie an der 
Dlfferenzierung und Funktion von Zellen, die bei Entzundungen, Immunvorgangen und Hamatopoese eine 
Rolle spielen, beteiligt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durcli Stimulation von Neutrophilen (Shalaby et a!., 1985, Klebanoff 
et al., 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der Replikation von Viren (Mestan et al., 1986, Wong et 

75 al., 1986) eine positive Wirkung ausuben. DarGberhinaus aktiviert TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten 
und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen. entzundiichen Prozessen und anderen 
. Vorgangen im Organismus, wobei die Wirkmeclianismen in vielen Fallen nocli ungeklart sind. 
Die Verabreichung von TNF-a (CeramI et al.. 1988) kann jedoch auch von schadlichen Erscheinungen 
(Tracey et al., 1986) wie Schock- und Gewebescliadigungen begleitet sein, die durch Antikorper gegen 

20 TNF-a aufgelioben werden konnen (Tracey et al., 1987). Eine Reihe von Beobachtungen ISflt auf eine Rolle - 
von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen patiiologlschen Zustanden schlieflen. So sclielnt TNF- 
a ein Mediator der Kachexie zu sein, die bei chroniscfi-invasiven, z.B. parasitaren Erkrankungen auftreten 
kann. TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des durch gram-negative Bakterien 
verursachten Schocks (Endotoxin-Schock) zu spieien; er dUrfte an einigen. wenn nicht alien Wirkungen von 

25 Upopoiysacchariden beteiligt sein (Beutler et al., 1988). Ebenso wurde eine Funktion von TNF bei den im 
Rahmen von entzOndlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebeschadigun- 
gen sowie bei der Letalitat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GVHR, Transplantat-AbstoBung 
(Piguet et al., 1987) postuliert. Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF im 
Senjm und dem todlichen Ausgang von Meningokokkenerkrankungen berichtet (Waage et al., 1987). 

30 Weiters wurde beobachtet. daiJ die Verabreichung von TNF-o Uber einen langeren . Zeitraum einen 
Zustand von Anorexie -und Auszehrung verursacht, die eine ahnliche Symptomatik aufweist wie die 
Kachexie, die mit neoplastischen und chronlschen Infektiosen Erkrankungen einhergeht (Oliff et al., 1 987). 

Es wurde Uber eine TNF inhibierende Aktivhat eines Proteins aus dem Ham von Fieberpatlenten 
berichtet, von dessen Wirkung vermutet wird, dafl sie auf einen kompetitiven Mechanismus auf Rezeptor- 

35 ebene selbst (ahniich der Wirkung des lnterleukin-1 Inhibitors (Seckinger et al., 1987)) zurUckzufOhren 1st 
(Seckinger etal., 1988). 

In der EP-A2 308 378 wird ein TNF inhibierendes Protein beschrieben, das aus menschlischem Ham 
gewonnen wurde. Seine Wirkung wurde im Harn gesunder und kranker Personen nachgewiesen und 
aufgrund der Fahigkeit bestimmt, die Bindung von TNF-^ an seine Rezeptoren auf humanen HeLa Zellen 

40 und FS 11 Fibroblasten sowie die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf murine A9 Zellen zu inhibieren. Das 
Protein wurde im wesentlichen zur Homogenitat gereinigt und durch seinen N-Terminus charakterisiert in 
dieser Patentveroffentlichung werden zwar gmndsatzlich mQgliche *Wege dargelegt, zur fiir das Protein 
kodierenden DNA und zum rekombinanten Protein zu gelangen; es werden jedoch keine konkreten Angaben 
gemacht, welcher der theoretisch mfiglichen Losungswege zum Ziel fUhrt. 

45 In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung konnte aus Dialyseharn von Uramiepatienten ebenfalis ein 
Protein identifiziert werden, das die biologischen Wirkungen von TNF-a hemmt, indem es durch Wechsei- 
wirkung mit TNF-a dessen Bindung an seinen ZelloberflSchenrezeptor verhindert (Olsson et al., 1988). Von 
diesem Protein wurde auch eine Affinitat zu TNF-;S festgestellt 

Die Anwesenheit dieses Proteins (im folgenden TNF-BP genannt) im konzentrlerten Dialyseharn wurde 

60 durch Kompetition mit der Bindung von radioaktiv markiertem rekombinantem TNF-o an einen Subklon von 
HL-60 Zellen nachgewiesen, wobei der EinfiuP von dialysiertem Harn auf die Bindung von ^^si-TNF-a an die 
Zellen gemessen wurde. Die durchgefDhrten Bindungsversuche zeigten eine doslsabhangige Hemmung der 
TNF-a-Bindung an die Zelle durch konzentrlerten Dialyseharn (die Moglichkeit der Interpretation, dafl die 
beobachtete Verringerung der Bindung durch gegebenenfalls Im Ham vorhandenen TNF-a selbst oder TNF- 
iS. der urn die Bindung konkurriert. verursacht werden kSnnte, wurden durch den Befund, daB die 
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Verringerung der Bindung durch Anwendung von TNF-a-und TNF-j9-Antlk6rpem nicht aufgehoben werd n 
konnte, ausgeschlossen). 

In analoger Weise wurde In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nachgewiesen, 6aB TNF-BP auch 
AfflnltMt zu TNF-;9 aufweist. sie betragt ca. 1/50 seiner Affinltat zu TNF-a. 

MIttels Gelchromatographie auf Sephacryl 200 wurde festgestellt, dai3 eine Substanz inn Harn und 
Serum von Dialysepatienten sowie Im Serunn von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-a einen 
Komplex mlt einem Molekulargewicht von ca. 75 000 bildet 

TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseharn von Uramiepatlenten durch partielle Reinigung mittels 
Druckultrafiitration, lonenaustauschchromatographie und Gelchromatographie 62fach angereichert/ 

Die erhaltenen PrSparationen wurden zum Nachweis der blologischen Aktivitat von TNF-BP durch 
Hemmung der wachstumshennmenden Wirkung von TNF-a auf HL-60-10 Zellen venvendet Es zelgte sich 
eine dosisabhSngige Wirkung von TNF-BP auf die biologische Wirkung von TNF-a, Es wurde weiters das 
Bindungsverhalte'n von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-BP und ausschlieJSendem Kompetitionsbin- 
dungstest untersucht. Dabei wurde nachgewiesen, daJ3 Vorbehandlung der Zellen mit.TN-BP die Bindung 
von TNF-a an die Zelle nicht beeintrachtigt. Dies zeigt, dafl die Wirkung von TNF-BP nicht auf seiner 
etwaigen Bindung an die Zelle und Konkurrenzierung mlt TNF-a um die Bindung an den Rezeptor beruht. 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten, indem. Harn von 
Dialysepatienten durch Ultrafiltration konzentriert. der konzentrierte Ham dialysiert und zunachst in einem 
ersten Reinigungsschritt mitlels D£AE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurde. 
Die weitere Anreicherung erfolgte mittels Affinltatschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNF- 
a. Die Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatographle (FPLC) durchgefDhrt. 

Es konnte gezelgt werden, da/J das im wesentlichen hochgereinigte Protein die zytotoxische Wirkung * 
von TNF-a auf WEH1 1 64 Klon 1 3 Zellen hemmt (Olsson et al., 1 989). 

Vom Im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart. 
Sie wurde mlt Asp-Ser-Vat-Xaa-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-(Hauptsequen2) bestimmt (daneben 
wurde in Spuren die folgende N-temiinale Sequenz nachgewiesen: Leu-(Va}HPro)-(His)-Leu-Gly-Xaa-Arg- 
Qlu-(Nebensequenz)). Der Verglelch der Hauptsequenz mrt der N-terminalen Sequenz des in der EP-A2 308 
378 geoffenbarten TNF inhibierenden Proteins zeigt die IdentitSt der beiden Protelne. 

Es wurde folgende Aminosaurezusammensetzung, angegeben in Mol-Aminosaure pro Mol Protein und 
in Mol % AminosSure, bestimmt als Mlttelwert einer 24- und 48-stundigen Hydrolyse. ermittelt 





. Mot 
Aminosaure/Mol 
Protein 


Mol % 
Aminosaure 


Asp + Asn 


27.5 


10,9 


Thr 


15.8 


6,3 


Ser , 


20.7 


8,2 


Glu + Gin 


35,0 


13,8 


Pro 


9.5 


3,8 


Gly 


16.0 


6,3 


Ala 


4,2 


1.7 


Cys 


32.3 


12.8 


Val 


10,8 


4,3 


Met 


1.1 


0,4 


lie 


7,0 


2.8 


Leu 


20,2 


8,0 


Tyr 


6,1 


2,4 


Phe 


8,1 


3,2 


His 


11,1 


4,4 


Lys 


15,7 


6,2 


Arg 


11,8 


4,7 


Total 


252.9 


100 



EIn Gehalt an Glukosamin wurde mittels AminosSureanalyse nachgewiesen. Die Ergebnisse eines mit 
Cpncanavalin A und Weizenkeimlektin durchgefUhrten Affinoblots zeigt n benfails, da0 es sich bei TNF-BP 
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urn ein Glykoprotein handett. 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 17 der erhaltenen Spaltpeptide 
die Aminosauresequenzen bestimmt. Weiters wurde der C-Termlnus analyslert. 

TNF-BP kommt offensichtlich die Funktion eines Regulators der TNF-Aktivitat mit der FShigkeit 2U, die 
5 Konzentrationsanderungen von freiam, biologlsch aktivem TNF-a abzupuffern. TNF-BP dDrfte auch die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beeinflussen. weil der mit TNF gebildete Komplex, dessen 
Moiekulargewicht mittels Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde, im Gegensatz zu TNF offensictitiich nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 

Das TNF-BP wurde aus dem Harn von Dialysepatienten als eine von dret Hauptproteinkomponenten, 
70 die Affinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der TNF-AffinitStscliromatog'raphiesaule 
eluieren. nachgewiesen. Die beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtlich in einer Weise. die die 
Bindung von TNF-a an seinen Zelloberfiachenrezeptor nicht beeintrachtlgt 

Die zur biologischen Wirkung des TNF-BP erhaltenen Ergebnisse, insbesondere der Vergleich der 
Bindungskonstante mit der fur den TNF-Rezeptor beschriebenen Bindungskonstante {Creasey et al., 1987) 
75 lieferten einen ersten Hinweis dafOr. daB es sich bei diesem Protein um den loslichen Teil eines TNF- 
Rezeptors handein konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF-a und TNF-/9 zu inhtbieren, ist das TNF 
bindende Protein geeignet, bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivitat im Organismus angezeigt ist. Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind auch Derivate 
20 Oder Fragmente des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF zu 
inhibieren. 

TNF-BP (bzw. seine funktionellen Derivate odar aktiven Fragmente) kann zur prophylaktischen und 

therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers bei indikationen. bei denen eine 

schadigende Wirkung von TNF-a auftritt. eingesetzt werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen insbesondere 
26 entzDndliche sowie infektlose und parasitare Erkrankungen oder Schockzustande, bei denen endogenes 

TNF-a freigesetzt wird. weiters Kachexie. GVHR. ARDS (Adult Respiratory Distress Symptom) und Autoim- 

munerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu 

verstehen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei hoher Dosierung, auftreten 

konnen, z.B. schwere Hypotension oder Storungen des Zentralnervensy stems. 
30 Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Diagnostikum fur die Bestlmmung 

von TNF-a und/oder TNF-;8 geeignet. 2.8. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays oder 

Enzymimmunoassays. gegebenenfatls zusammen mit Antikbrpem gegen TNF. 

Auf Grund seiner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvoller Wirkstoff, der aus 

natUrlichen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 
35 Es bestand daher das BedDrfnis, dieses Protein (bzw. venwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF zu 

binden) auf rekombinantem Weg herzustellen. um es fUr die therapeutische Anwendung in ausreichender 

Menge zur Verfugung zu stellen. 

Unter der "Fahigkeit, TNF zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Eigenschaft eines 

Proteins zu verstehen, an TNF-a derart zu binden, da/J die Bindung von TNF-a an den funktionellen Teil des 
40 Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierischen Organismus gehemmt 

Oder aufgehoben wird. Durch diese Definition ist die FShigkeit eines Proteins, auch an andere Proteine, z.B. 

an TNF-)S, zu binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen. mit eingeschlossen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, die fGr TNF-BP kodierende DNA zur VerfUgung 

zu steilen, um auf deren Basis die Hersteliung rekombinanter DNA-Molekule zu ermoglichen, mit denen 
45 geeignete Wirtsorganismen transformiert werden kSnnen, um TNF-BP bzw. funktlonelle Derivate und 

Fragmente davon zu produzieren. 

im Rahmen dieser Aufgabenstellung sollte auch festgestellt werden, ob es sich beim TNF-BP um den 

loslichen Teil eines TNF-Rezeptors handelt Diese Annahme wurde bestatigt, womit die Grundlage fGr die 

AufklSrung der Rezeptorsequenz geschaffen war. 
50 Eine weitere Aufgabenstellung Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand In der Bereitstellung der 

fUr einen TNF-Rezeptor kodierenden cDNA fOr die Hersteliung von rekombinantem humanenn TNF- 
Rezeptor. 

Das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors mit hoher Affinitat zu TNF-a auf verschledenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt. KUrzlich wurde erstmals von der Isolierung und 
55 vorlaufigen Charakterisierung eines TNF-a Rezeptors berichtet (Stauber et al., 1988). Da die Bindung von 
radioaktiv markiertem TNF-a durch einen Oberschu/3 TNF-j3 aufgehoben werden kann (Aggarwal et al., 
1985), wurde vorgeschlagen. 6aB TNF-a und TNF-j9 einen gemeinsamen Rezeptor teilen. Da jedoch 
andererseits gezeigt werden konnte. daiJ bestimmte Zelltypen, die auf TNF-a ansprechen. gegen TNF-a 
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tellweise Oder ganzlich unempfindlich sind (Locksley et al.. 1987), wurde die Existenz eines gemeinsamen 

R zeptors wieder in Zweifel gezogen. 

Im Gegensatz dazu scheinen kOrzIich erhaltene Ergebnisse zu den Bindungseigenschaften von TNF-j? 

an Rezeptoren die Theorie eines gemeinsamen Rezeptors wieder zu erhSrten (StaUber et al., 1989), wobei 
6 in dieser Arbeit vorgeschlagen wird, da/3 zwischen TNF-or und TNF-/9 Untersctiiede hinsichtliclri der 

Wechselwirkung mit dem Rezeptor bzw. zusStzlich litnsichtiich der In der Zelle nach der Ligand-Rezeptor- 

wechselwirkung eintretenden Ereignisse bestehen. 

KUrzlich wurde von einem weiteren TNF bindenden Protein berichtet, von dem vemautet wird, daB es 

sich dabei urn die iosliche Form eines anderen TNF-Rezeptors handelt (Engelmann et al., 1990). 
70 Die Verfugbarkeit der fUr einen TNF-Rezeptor kodierenden DNA steitt die Voraussetzung fur die 

Hersteilung von rekombinantem Rezeptor und damit u.a. eine wesentficiie Erieichterung fur die DurctifUh- 

rung vergleicliender Untersuciiungen verschiedener Zelltypen auf ihre(n) TNF-a- und/oder TNF-jS-Rezeptor- 

(en) bzw. auf die durch die Bindung von TNF an den Rezeptor In der Zelle ausgelosten Reaktionen dar. 

Dadurcli wird wetters die Aufklarung der dreidrmensionalen .Strul<tur des Rezeptors ermoglicht und damit 
75 die Voraussetzung fUr ein rationales Design fDr die Entwicklung von Agonisten und Antagonisten der TNF- 

Wirkung geschaffen. 

Bel der Losung der gestellten Aufgabe wurde von der Feststeliung ausgegangen, daB das Durclisuchen 
von cDNA-Bibliotheken mit Hiife von Hybridisierungssonden, die von Aminosauresequenzen kurzer Peptide 
abgeleitet sind, auf Grund der Degeneration des genetisciien Codes mitunter auf groflere Schwierigkeiten 
20 sto/Jt. Zusatziicii erscliwert wird diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, wte z.B. dem TNF- 
BP, niciit bekannt ist, in welclien Geweben es syntlietislert wird. In diesem Fall kann bet einem Versagen 
dieser Metinode unter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden, ob es auf die Walil einer 
ungeeigneten cDNA-Bibliothek oder auf die zu geringe Spezifrtat der Hybridisierungssonden zuruckzufOhren 
ist. 

25 Um die fur TNF-BP kodierende DNA zu erhatten. wurde daher zunSchst erfindungsgema/I wie folgt 
vorgegangen: 

Als cDMA-Bibliothek wurde eine Bibllothek der Rbrosarkomzellinie HS913 T, die mit TNFa tnduziert 
worden war und In X gt11 vorlag, eingesetzt. Um aus dieser Bibliothek X DNA mit TNF-BP Sequenzen zu 
erhalten, wurde die groBe Empfindliclnkelt der Polymerase Kettenreaktion (PGR, (Saiki, 1988)) ausgenUtzt. 
30 {M\t Hilfe dieser Methode kann aus einer gesamten cDNA-Blbiiotliek eine unbekannte DNA-Sequenz 
eriialten werden, die flankiert Ist von Oligonukleotiden, die auf Basis bekannter Aminosaureteilsequenzen 
entworfen und als Primer eingesetzt wurden. Ein seiches langeres DNA-Fragment kann nacfifolgend ais 
Hybridisierungssonde, z.B. zur Isolierung von cDNA-Klonen, insbesondere des ursprQnglichen cDNA-Klons, 
eingesetzt werden). 

35 Auf Basis der N-terminaleh Aminosauresequenz (Hauptsequenz) und Aminosauresequenzen von tryptl- 
schen Peptiden, die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten warden waren, wurden Hybridisierungssonden 
hergesteilt. Mit Hilfe dieser Sonden wurde mitteJs PGR aus der cDNA-Bibllothek HS913T eine cDNA, die 
eInen Teil der fOr TNF-BP kodierenden cDNA darstellt, erhalten. Diese cDNA weist die folgende Nukleotid- 
sequenz auf: 

40. GAG GGG AAA TAT ATT GAG GCT GAA AAT AAT TGG ATT TGG TGT AGC AAG TGC GAG AAA GGA 
AGG TAG TTG TAG AAT GAG TGT GGA GGG GGG GGG GAG GAT ACG GAC TGG AQG GAG TGT GAG 
AGG GGG TGG TTG AGA GGG TGA GAA AAG AAG AAG . 

Diese DNA stellt eine von moglichen Varianten dar, die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs bzw. TNF-BP- 
RNAs zu hybridisieren (solche Varianten umfassen z.B. diejenigen DNA-MoiekUle, die durch PCR-Amplifika- 

45 tion mit Hilfe von Primem erhaiten werden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
Ubereinstimmt, etwa aufgrund von zu Klonierungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnittstellen oder 
aufgrund von bei der Aminosauresequenzanalyse etwa nicht eindeutig ermittelten Aminosauren). Unter 
"TNF-BP-DNAs" bzw. "TNF-BP-RNAs" sind NukleinsSuren zu verstehen, die fDr TNF-BP bzw. verwandte 
Proteine mit der Fahigkelt.TNF zu binden kodieren bzw. die fOr ein solches Protein kodierende Sequenz 

50 enthalten. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch cDNAs, abgeleitet von mRNAs, die durch 
alternatives Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst), mitumfafit Unter "alternativem Splicing" 
wird die Entfernung von Introns verstanden, bei der vom glelchen mRNA-Precursor verschledene 
Spliceacceptor- und/oder Splicedonorstelien verwendet werden. Die dabei entstehenden mRNAs unterschel- 
55 den sich voneinander durch das gSnzliche oder teilwelse Vorhandensein oder Fehlen von bestlmmten 
Exonsequenzen, wobei es gegebenenfalls zu einer Verschlebung des Leserasters kommen kann. 

Die erfindungsgemSB zunSchst erhaltene, einen Teil der fOr TNF-BP kodierenden Sequ nz enthaltende 
cDNA (bzw, Varianten davon) kann somit als Hybridisieaingssonde verwendet w rden, um aus cDNA- 
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Bibliotheken cDNA-KIone. anthaltend TNF-BP-DNAs, zu erhalten. Welters kann sie als Hybridisierungssonde 
fOr mRNA-Praparationen eingesetzt werden, urn TNF-BP-RNAs zu Isolieren und daraus 2.B. angereicherte 
cDNA-Bibllotheken herzustellen, die ein wesentlich vereinfachtes und effizienteres Screening ermoglichen. 
.Bn weiteres Anwendungsgebi t ist die Isolierung der g wDnschten DNAs aus genomischen DNA-Bibiloth - 

6 ken mit Hilfe dieser DNAs aJs Hybridisierungssonden. 

Die oben definierte DNA (bzw. ihre Varianten) ist in der Lage, mIt DNAs (bzw. RNAs) zu hybridisieren» 
die fQr TNF-BP kodieren bzw. die fOr TNF-BP kodierende Sequenz enthaiten. Mit Hilfe dieser DNA als 
Sonde konnen auch cDNAs erhalten werden, die fOr Proteine kodieren, deren Prozessierung TNF-BP ergibt. 
Unter Prozessierung ist die in vivo Abspaltung von Teilsequenzen zu verstehen. Dabei kann es sich N- 

70 terminal um die Signalsequenz und/oder andere Sequenzen und gegebenenfalls zusatzllch C-terminal urn 
die transmembrane und zytoplasmatische Region des Rezeptors handein. Mit Hilfe dieser Hybridisierungs- 
sonde ist es dalier moglich, geetgnete cDNA-Bibliotheken auf das Vorhandensein von cDNA, die die 
vollstandige fur einen TNF-Rezeptor kodierende Sequenz enthalt, zu durchsuchen (dieser Vorgang kann 
erf orderlich entails in mehreren Schritten erfolgen). 

75 ErflndungsgemaB wurde die cDNA der oben definierten Sequenz. die mittels PGR aus der cDNA- 
Bibliothek der TNF-ar induzierten Rbrosarkomzellinie HS913 T (in X gtll) erhalten worden war, zum 
nochmaligen Durchsuchen der cDNA-Bibliothek verwendet. von den hybridisierenden Klonen die Lamda- 
DNA prapariert, subkloniert und sequenziert. Es wurde ein 1334 Basen langes cDNA Insert erhalten, das die 
fOr TNF-BP kodierende Sequenz enthalt. 

20 Es wurden somit zunSchst DNAs. kodierend fur ein Polypeptid mit der Fahigkeit TNF zu binden, bzw. 
fUr ein Polypeptid, von denri dieses TNF bindende Protein eine Teilsequenz darstellt, bereitgestellt Darunter 
sind auch solche DNAs zu verstehen, die fUr Teile dieser Polypeptide kodieren. 

Die vollstandige Nukleotidseqenz des iangsten erhaltenen cDNA-lnserts ist in Fig.1 abgebildet. 

Diese Nukleotidsequenz weist einen durchgehenden offenen Leserahmen auf, beglnnend mit Base 213. 

25 bis zum Ende des 1334 bp langen cDNA Inserts. Da sich in demselben Leserahmen 4 Codons vor dem 
potentieilen Translationsstartcodon ATG (213-215) ein Stopcodon (TAG) befindet, wurde davon ausgegan- 
gen, 6a!i es sich bei dem Startcodon tatsSchlich um den in vivo verwendeten Translationsstart handelt 

Der Vergleich der von der Nukleotidsequenz abgelelteten Aminosauresequenz mit den Aminosaurese- 
quenzen, die vom aminotenminalen Ende von TNF-BP und von tryptischen Peptiden bestimmt worden 

30 waren, zeigt hohe Ubereinstlmmung. Daraus ergibt sich, daj3 die isoiierte cDNA die fOr das authentische 
TNF-BP kodierende Sequenz enthalt. 

Vom N-Terminus ausgehend ist die erste Sequenz. die eine Obereinstimmung mit einer tryptischen 
Spaitpeptidsequenz zeigt, die Sequenz von Fraktion 12 (Leu-Val-Pro-...), die auch als Nebensequenz bei der 
Analyse des N-Terminus von TNF-BP erhalten worden war. Dieses N-terminale Leucin entspricht der 30. 

35 Aminosaure in der cDNA Sequenz. Da der vorangehende Abschnitt von 29 Aminosauren einen stark 
hydrophoben Charakter aufweist und es sich bei TNF-BP um ein sekretiertes Protein handelt, kann gefolgert 
werden, dajS diese 29 Aminosauren das fQr den Sekretionsvorgang benotigte Signalpeptid darstellen, das 
bei der Sekretion abgespalten wird (in Figur 1 mit S1-S29 bezeichnet). Die als Hauptsequenz bei der N- 
terminalen Analyse von TNF-BP erhaltene Aminosauresequenz entspricht den Aminosauren beginnend mit 

40 Asp-12 in der cDNA Sequenz. Dieser AsparaglnsSurerest folgt direkt dem basischen Dipeptid Lys-Arg. Da 
nach dtesem Dipeptid in vivo sehr viele Proteine proteolytisch gespalten werden, ist anzunehmen, daB TNF- 
BP mit N-termina!em Asp nicht direkt durch Prozessierung eines Precursors belm Sekretionsvorgang 
entsteht, sondern daJ3 vom prozessierten Protein die N-terminalen 11 Aminosauren zu einem spSteren 
Zeitpunkt durch extrazellulare Proteasen abgespalten werden.Das carboxy-terminale Ende von TNF-BP war 

45 mit Ile-QIu-Asn bestimmt worden (C-terminale Analyse;tryptisches Peptid Fraktion 27: AminosSuren 159- 
172, tryptisches Peptid Fraktion 21: Aminosauren 165-172), wobei Asn der Position 172 in der cDNA 
Sequenz entspricht 

Potentielie N-Glykosylierungsstellen der allgemeinen Formel Asn-Xaa-Ser/Thr, wobei Xaa jede beliebige 
Aminosaure aufler Prolin seln kann, befinden sich an den Posltionen 25-27 (Asn-Asn-Ser), 116-118 (Asn- 
50 Cys-Ser) und 122-124 (Asn-Gly-Thr) der TNF-BP cDNA Sequenz. (Dafl Asn-25 glykosyfiert ist, ergibt sich 
daraus, dafi bei der Sequenzierung des entsprechenden tryptischen Spaltpeptids an dieser Stelle Asn nicht 
identifiziert werden konnte.) 

Die Analyse der Nukleotid- bzw. der davon abgelelteten Aminosauresequenz im Zusammenhang mit 
den durchgefUhrten proteinchemischen Untersuchungen zeigt, da/J es sich be! TNF-BP um ein glykosyller- 
56 tes Polypeptid mit 172 AmInosSuren, das durch proteolytische Spaltung nach der 11. AmInosSure In ein 
Glykoprotein mit 161 Aminosauren umgewandelt wird, handelt 

Die nachfolgende Tabelle zeigt die sequenzierten tryptischen Peptide und die aus der cDNA Sequenz 
abgelelteten korrespondier nden AminosSurensequenzen: 
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Fraktion 


Aminosauren 




12 


1- B 




1 


12- 19 




8 


20- 32 




14/1 


36-48 




20 


36-53 




11 


54-67 


(Aminosauren 66-67 waren am Peptid nicht korrekt bestimmt worden) 


14/11 


79- 91 




26 


133-146 




5 


147-158 




27 


159-172 





Die erhaltene cDNA stellt die Voraussetzung fOr die Herstellung von rekombinantem TNF-BP dar. 

Die zunachst erfindungsgemaiS isolierte cDNA enthait. wie bereits erwahnt, nach dem Codon fur Asn- 
172 nicht das Stopcodon. das aufgrund der Analyse des C-Terminus zu erwarten ware, sondern der offene 
Leserahmen wird fortgesetzt. Die Region zwischen Val-183 und Met-204 hat einen stark hydrophoben 
Charakter. Dieser hydrophobe Bereich von 22 AminosSuren, gefolgt von einem Abschnitt mit einem Gehalt 
an positiv geladenen Aminosauren (Arg-206, Arg-209) weist die typischen Merkmale einer Transmembran- 
domane auf, die Proteine in der Zellmembran verankert Der in Richtung C-Terminus folgende Proteinanteil 
ist dagegen wieder stark hydrophil. " 

Das Hydrophobizitatsprofil ist in Rg.2 abgebildet (der Hydrophobizitatsplot wurde mil Hllfe des Mac 
Molly Programms (FaSott Gene Berlin) erstellt; die Fensterweite fur die Berechnung der Werte betrug 11 
Aminosauren. Hydrophobe Bereiche entsprechen posit! ven, hydrophile Bereiche negativen Werten auf der 
Ordinate. Auf der Abszisse ist die Zahl der Aminosauren, beginnend mit dem Startmethionin St, darge- 
stellt). 

Aus der Proteinstruktur ergibt sich, daB die fUr das losliche, sekretierte TNF-BP kodierende DNA Teil 
einer fiir ein grofieres Protein kodlerenden DNA ist: Dieses Protein weist die Merkmale eines in der 
Zellmembran verankerten Proteins auf, enthait TNF-BP in fUr eine extrazeliulare Domane typische Weise 
und weist einen betrachtiichen fOr zytoplasmatische DomSnen typischen Abschnitt auf. Lositches TNF-BP 
wird offensichtlich von dieser membrangebundenen Forni durch proteolytische Spaltung knapp au/Serhaib 
der TransmembrandomSne erhalten. 

Die Struktur des von der erhaltenen cDNA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der Fahigkeit von" 
TNF-BP, TNF zu binden. bestatigen die /^nahme. da/J es sich bei TNF-BP urn einen Teil eines zelluiaren 
Oberflachenrezeptors fiir TNF handelt, dessen extrazeliulare, fUr die Bindung von TNF verantwortliche 
Domane proteolytisch abgespalten werden kann und in Form des ISslichen TNF-BP wiedergefunden wird. 
(Dabei soli nicht ausgeschlossen werden, dafi Im Hinblick auf die Funktlonsfahigkeit des Rezeptors dieses 
Protein gegebenenfalls mit einem oder mehreren anderen Proteinen assoziiert ist). 

FUr Zwecke der Produktion von TNF-BP in gr6j3ersm Maflstab wird vorteilhafterweise nicht von der 
gesamten cDNA ausgegangen, weil das Erfordernis der Abspaitung von TNF-BP von dem Teil des Proteins, 
das den membrangebundenen Tell des TNF-Rezeptors darstellt, berDcksichtigt werden mO/3te. Es wird 
vielmehr, wie bereits angefUhrt, zweckmafligerweise nach dem Codon fOr Asn-172 durch gerichtete 
Mutagenese ein Translationsstopcodon eingefUhrt, urn eine Dber das C-termlnale Ende von TNF-BP 
hinausgehende Proteinsynthese zu verhindern. 

Mit der zunSchst erfindungsgemafl erhaltenen cDNA, die eine Teilsequenz der fUr einen TNF-Rezeptor 
kodlerenden DNA darstellt, kann man zur vollstandigen Rezeptorsequenz gelangen, indem man 2.B. mittels 
modifizlerter PGR (RACE ~ "rapid amplification of cDNA ends" (Frohman et al..^1988)) das fehlende 3 ■ 
Ende mit Hiife eines Primers, der aufgrund einer moglichst wait in Richtung 3 -Ende der vorhandenen 
cDNA gelegenen Sequenz konstruiert wurde, amplifiziert. Eine alternative Methode besteht im konventionel- 
len Screenen der cDNA-Blbliothek mit der verfiigbaren cDNA bzw. Teilen davon als Sonde. 

ErfindungsgemSfl wurde zunachst die Ratten-TNF-Rezeptor cDNA isoliert mit einer Teilsequenz daraus 
die volistandige humane TNF-Rezeptor cDNA erhalten und zur Expression gebracht 

Gegenstand der Erfindung Ist ein humaner TNF-Rezeptor sowie die dafUr kodierende DNA. Unter diese 
Definition fallen auch DNAs, die fOr C- und/oder N-terminal verkarzte, z.B.prozessierte, oder fOr modiflzierte 
(z.B. durch Snderungen an proteoiytlschen Spaitstellen, Glykosyiierungsstellen oder bestimmten Domanen- 
berelchen) Formen bzw. fOr Fragmente. z.B. die verschleden n Domanen, des TNF-Rezeptors kodieren, 
Diese DNAs konnen in Verblndung mit den fDr die Expression rforderlichen Kontrolisequenzen als 
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Bestandteil rekombinanter DNA-Molektlle, die ebenfalls Gegenstand der vorii genden Erfindung sind» 2ur 
Transformation von prokaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsorganismen venwendet warden. Dadurch wird 
einerserts die Voraussetzung' geschaffen. den TNF-Rezeptor bzw. Modifikationen Oder Fragments davon in 
grqfieren Mengen auf rekombinantem Weg jfierzusteilen, um 2.B. die Aufklarung der dreidimensionalen 

5 Struktur des Rezeptors zu ermoglichen. Andererseits konnen mit diesen DNAs ho here ukaryotische Zellen 
transformiert werden, um Studien uber Mechanismen und Dynamjk der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung, der 
SignalObertragung bzw. uber die diesbezugliche Relevanz der verschiedenen Rezeptordomanen bzw.. 
Abschnitten davon zu erhalten. 

Der rekomblnante TNF-Rezeptor (bzw. Fragmente oder Modifikationen davon) kann dazu verwendet 

70 werden, Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit TNF oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf ihren EinfluB auf 
die durch TNF induzierte StgnaiQbertragung zu untersuchen. Derartige Screenings (unter Verwendung von 
Proteinen/Fragmenten bzw. von entsprechend transformierten hoheren eukaryotisctien Zellen) schaffen die 
Voraussetzung fiir die Identifizierung von Substanzen, die TNF substituieren, seine Bindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. solche, die den Mechanismus der durch TNF ausgelosten SignatObertragung 

75 blockieren oder verstarken konnen. 

Eine Moglichkeit fOr das Auffinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw. dem TNF-Rezeptor 
besteht in der Etablierung eines High Capacity Screening. Dabei wird eine geeignete Zellinie, vorzugsweise 
eine solche, die keinen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprtmiert, mit elnem Vektor transformiert, der 
die fOr einen funktionelien TNF-Rezeptor kodierende. gegenUber der naturlichen Sequenz gegebenenfalls 

20 modifizierte. DNA enthalt. Die Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kann in einem derartigen 
Screening untersucht werden. indem die Antwort auf die Wechselwirkung der Substanz mit dem Rezeptor 
Uber einen geeigneten Reporter (veranderte Enzymaktivitat, z,B. Protelnkinase C, oder Genaktivierung. z.B. 
Mangan-Superoxiddismutase. NF-xB) verfolgt wird. 

Untersuchungen uber Mechanismen und Dynamik der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung, der SignaiUber- 

25 tragung bzw. die diesbezDgliche Rolie der Rezeptordomanen konnen z.B. auch durchgefQhrt werden. indem 
DNA-Abschnitte, kodierend fGr die extrazellulare Domane des TNF-Rezeptors (bzw, Teile davon) mit DNA- 
Abschnitten, kodierend fUr verschiedene Transmembrandomanen und/oder verschtedene. zytoplasmatische 
Domanen kombiniert und in eukaryotischen Zellen zur Expression gebracht werden. Die dabei erhSltlichen 
hybriden Expressionsprodukte konnen geeignet sein, aufgrund gegebenenfalls veranderter Eigenschaften 

3D fiir die Signaltransduktion AufschluB Ober die diesbezQgliche Relevanz der verschiedenen Rezeptordoma- 
nen zu geben, womit ein gezieltes Screening erieichtert wird. 

Die VerfUgbarkeit der fOr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA bzw. Abschnitten davon stellt die 
Voraussetzung dar, zur genomischen DNA zu gelangen. Dazu wird unter stringenten Bedingungen eine 
DNA-Bibliothek gescreent und die erhaltenen Klone darauf untersucht, ob sle zusatzlich zu den kodierenden 

35 Regionen die fur die Genexpression erforderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
OberprUfung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen geeigneter Reportergene). Der 
Erhalt der genomischen DNA-Sequenz bietet die Moglichkeit die im nicht fur den TNF-Rezeptor kodieren- 
den Bereich, insbesondere in der 5 -flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf eine 
etwaige Wechselwirkung mit bekannten, die Genexpression modulierenden Substanzen, z.B, Transkriptions- 

40 faktoren, Steroide. zu untersuchen bzw. gegel^enenfalls neue Substanzen, die moglicherweise fOr die 
Expression dieses Gens spezifische Wirkung haben, aufzufinden. Die Ergebnisse soicher Untersuchungen 
bieten die Gnjndlage fUr den gezielten Einsatz derartiger Substanzen fUr die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Expression und damit fiir eine direkte Beeinfiussung der Tahigkelt der Zelle zur Interaktion mit TNF. Damit 
konnen die spezifische Reaktion mit dem Uganden und die daraus resultierenden Wirkungen unterbunden 

45 werden. . 

Im Rahmen der voriiegenden Erfindung sind auch DNAs mitumfajSt, die fur Subtypen des TNF- 
Rezeptors bzw. seiner . ISsllchen Fomrien kodieren, welche gegebenenfalls unterschiedliche Bgenschaften 
gegenuber dem voriiegenden TNF-Rezeptor aufweisen.Dabei handelt es sich um Expressionsprodukte, die 
aufgrund von alternativem Splicing entstanden sind und geSnderte Strukturen in Teilbereichen aufweisen, 

50 Z.B. Stmkturen. die eine Veranderung der Affinitat und SpezlfitSt fUr den Liganden (TNF-a/TNF-jS) oder eine 
Verandemng hinsichtlich Art und Effizienz der SignalQbertragung bewirken konnen. 

Mit Hilfe der fQr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA kSnnen Nukleinsauren erhalten werden, die mit 
der cDNA oder Abschnitten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybridisieren und fQr ein 
Poiypeptid mit der FShigkeit, TNF zu binden, kodieren oder die fOr ein solches Polypeptid kodierende 

55 Sequenz enthalten. 

Gegenstand der Erfindung 1st In einem welteren Aspekt das rekomblnante TNF-BP, vorzugsweise in 
sekretierbarer Form, das den loslichen Teil des erfindungsgemSfien TNF-Rezeptors darstellt sowie die 
dafOr kodierende DNA. . 
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Durch Einbringen eines DNA-Konstruktes, enthaltend die fUr TNF-BP kodierende S quenz mit einer fQr 
ein Signalpeptid kodierenden Sequenz unter Kontrolis eines geeigneten Promoters In geeignete Wirtsorga- 
nismen, zweckmafligerweise in eukaryotlsche, bevorzugt hohere' eukaryotische Zellen, kann TNF-BP 
produziert werden, das in den Zeliliberstand sekretiert wird, 

6 Im Falle der Verwendung eines SIgnalpeptids im Hinblick auf die Sekretion des Proteins wird 
zweckmaiSigerweise die fur das Signaipeptid kodierende DNA vor das Codon fDr Asp-12 gefUgt, urn ein 
einiieitiiches Produkt zu erhalten. QmndsStzlicti ist jedes Signalpeptid geeignet, das im entspreclienden 
Wirtsorganismus die Sekretion des reifen Proteins gewMlirleistet. Gegebenenfalis kann die Signaisequenz 
auch vor das filr Leu-1 kodierende Tripiett gesetzt werden, wobei in diesem Fall erforderlicli sein kann, die 

10 durch Abspaltung des aus 11 Aminosauren bestehenden Peptlds am N-Terniinus entsteliende Form von 
TNF-BP vom nicht oder nicht vollstandig prozessierten TNF-BP in einem zusStzIictien Relnigungsscliritt zu 
trennen. 

Da die cDNA nach dem Codon fUr Asn-172. das aufgrund der C-terminalen Analyse den C-Terminus 
darstellt, kein Stopcodon enthSlt, wird zweckmSiSigerweise im Hinblick auf die Expression von TNF-BP nach 
75 dem Codon fOr Asn 172 durch gerichtete Mutagenese ein Translationsstopcodon eingefOhrt. 

Die fUr TNF-BP kodierende DNA kann durch Mutation, Transposition, Deletion. Addition oder Verkur- 
zung modifiziert werden. sofern derartig modifizierte DNAs fQr {Poly)peptide mit der Fahigkeit, TNF zu 
binden, kodieren. Derartige Modifikationen kdnnen z.B. darln bestehen, eine oder mehrere der potentlellen, 
gegebenenfalis fOr die biologische Aktivitat nicht erforderiichen Glykosylierungsstellen zu verandern, indem 
20 Z.B. das Asn-Codon durch ein fQr eine andere AminosSure kodierendes Tripiett ersetzt wird. Unter 
Berucksichtigung der Erhaitung .der biologischen Aktivitat konnen auch Modifikationen vorgenommen 
werden, die in einer Anderung der Disulfidbriicken (z.B. Verringerung deren Anzahl) resultieren. 

Die angefUhrten DNA-MoiekUle stellen somit die Voraussetzung fUr die Konstruktion rekombinanter 
. DNA-MolekQIe dar, die ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. Mit solchen rekombinanten DNA-Mo!ekU- 
25 len in Form von Expressionsvektoren» enthaltend die fUr ein Protein mit TNF-BP Aktivitat kodierende, 
gegebenenfalis in geeigneter Weise modifizierte DNA. vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signaise- 
quenz. und die fQr die Expression des Proteins erforderiichen Kontrolisequenzen. kSnnen geeignete 
Wirtsorganismen transfonniert, gezQchtet und das Protein gewonnen werden. 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fUr die Expression 
30 geeigneten Wirtsorganismen insbesondere im Hinblick auf die biologische Wlrkung des Proteins. TNF zu 
binden. DarQberhinaus gehen die bei der Herstellung rekombinanter Proteine ublichen Kriterlen wie 
Vertraglichkeit mit dem gewahlten Vektor, Prozessiemngsfahigkeit, Isolierung des Proteins, Expressionscha- 
rakteristika, Slcherheits- und Kostenaspekte in die Entscheldung Uber den Wirtsorganismus ein. Die Wah! 
eines geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fUr die Transformation vorgesehenen Wirt. Grundsatzlich sind 
35 alle Vektoren geeignet, die die erfindungsgemaiSen fur TNF-BP kodierenden DNAs (bzw. Modifikationen 
davon) repiizieren und exprimiereh. 

Im Hinblick auf die biologische Alrtivitat des Proteins ist bei der Expression der fUr TNF-BP kodieren- 
den DNA vor allem der etwaigen Relevanz der beim natOriichen Protein festgesteliten Kriterlen Glykosyiie- 
■ rung und hoher Anteii an Cystelnresten fQr die Eigenschaft, TNF zu binden, Rechnung zu tragen. 
40 ZweckmaBig werden daher ftir die Expression Eukaryonten, insbesondere geeignete Expressionssysteme 
hoherer Eukaryonten, verwendet. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden sowohl transiente als auch permanente Expression von 
TNF-BP in eukaryotischen Zellen nachgewieseh. 

Das erfindungsgemaBe rekombinante TNF-B ebenso wie geeignete Modifikationen davon, die die 
45 FShigkeit aufweisen, TNF zu binden, konnen bei der prophylaktischen und therapeutischen Behandlung des 
menschiichen oder tierischen Korpers bei Indikationen eingesetzt werden, bei denen eine schadigende 
Wirkung von TNF-a auftritt. 

Da beim TNF-BP auch eine TNF-)? inhibierende Wirkung nachgewiesen wurde, kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modifizierten Polypeptide) in geeigneter Dosierung, gegebenenfalis in Im Hinblick auf eine 
50 gesteigerte Affinitat zu TNF-^ modifizierter Form, auch fQr die Inhiblerung der Wirkung von TNF-)3 im 
Organismus verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind daher welters pharmazeutische ZQbereitungen, enthaltend eine die 
biologische Wirkung von TNF-a und/oder TNF-j3 wlrksam hemmende Menge von rekombinantem TNF-BP 
bzw. einem verwandten Poiypeptid mrt der FShigkeit, TNF zu binden. 
55 Pharmazeutische ZQbereitungen kommen insbesondere fQr die parenteraie Anwendung bei den erwMhn- 
ten Indikationen. bei denen eine schMdigende Wirkung von TNF auftritt, in Betracht, z.B. in Fornn von 
Lyophllisaten oder LSsungen. Dies nthalten TNF-BP oder ein therapeutisch wirksames funktionellss 
Derivat in therapeutisch wirksamer Menge, gegebenenfalis zusammen mit physiologisch vertragllchen 
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Zusatzstoffen, wie Stabilisatoren, Puffern, Konservierungsmittein, etc. . 

Die Dosierung hangt vor allem von der jeweiligen Indikation und der spezifischen Verabreichungsform, 
Z.B. Ob sie lokal oder systemisch erfolgt, ab. Die Qrofie der Bnzeldosen erfoigt gegebenenfalls an Hand der 
Individuellen Beurteilung des- Krankiieitsfalles unter Einbaziehung von Faktoren wie Allgemeinzustand, 
5 Anamnese, Alter, Gewicht. Geschleciit des Patienten, etc. Wesentlich fiir die B stimmung der tiierapeutisch 
wirksamen Dosis 1st die BerUcksichtigung der fDr die Erkrankung verantwortlicfnen Menge an ausgeschUtte- 
tem TNF sowie die Menge an endogenem TNF-BP. GrundsStzlich kann davon ausgegangen werden, da/J 
zur wirksamen Behandlung einer durch TNF ausgelosten Erkrankung fOr die ausgeschUttete Menge TNF 
mindestens dieselbe molare Menge an TNF-BP, gegebenfails eine mehrfacher OberschuiS erforderlich ist. 

70 im einzelnen wurde die gestetlte Aufgabe wie folgt gelost; 

Vom liochgereinigten TNF-BP wurden die N-terminale AminosSuresequenz sowie die AminosSurese- 
quenzen von durch tryptisclien Verdau des Proteins erhaltenen Peptiden bestimmt. 

Welters wurde der C-Termlnus durcii Carboxypeptidase P Verdau, Derivatisierung der abgespaltenen 
AminosSuren und chromatographlsche Auftrennung bestimmt. 

15 Aus den durcii tryptischen Verdau erlialtenen Peptidsequenzen wurden im Hinblick auf iliren Einsatz in 
der PGR fur die Herstellung von Oligonukleotiden Bereiche einerseits aus dem N-Terminus und anderer- 
seits aus einem tryptischen Peptid derart ausgewahit, dafl die Komplexitat von Mischoligonukleotlden fDr 
die Hybridisierung mit cDNA mogiichst gering ist. Auf Basis dieser beiden Bereiche wurde je ein Satz 
Mischoligonukleotide hergestellt, wobei der vom N-temninal geiegenen Bereich abgeleitete entsprechend 

20 der mRNA und der vom tryptischen Peptid abgeleitete revers komplementar zur mRNA synthetisiert wurde. 
Um das nachfolgende Klonieren eines mit PGR amplifizierten Segments zu erieichtern, wurde der vom 
tryptischen Peptid abgeleitete Satz von Oligonukleotiden mit einer BamHI-Restrlktionsstelle versehen. 
Darauf wurde X DNA aus der TNF-o induzierten Rbrosarkom cDNA-Bibliothek isoliert und daraus eine TNF- 
BP-Sequenz mittels PGR ampiifiziert. Das erhaltene Fragment wurde kloniert urid sequenziert; es weist 158 

25 Nukleotide auf und enthait zwischen den beideh von den Primer Oligonukleotiden stammenden Sequenzab- 
schnitten die fOr das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment wurde nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde zur Isolierung von cDNA- 
Klonen aus der Fibrosarkom-Bibliothek verwendet Es wurde dazu so verfahren, da5 zunachst Piaques mit 
der Sonde hybridisiert, Phagen von hybridisierenden Piaques vereinzelt und daraus X^DNA gewonnen 

30 wurden. Einzeine cDNA-KIone wurden subkloniert und sequenziert, zwei der charakterisierten Klone enthiel- 
ten die fUr TNF-BP kodierende Sequenz. 

Diese Sequenz stellt ernen Tail der fUr einen TNF-Rezeptor kodierenden Sequenz dar. 
Nach Verkurzen der 5 -nicht kodierenden Region und EinfUhren eines Stop-Codons nach dem Codon 
fur die C-terminale AmminosSure des natQrlichen TNF-BP wurde die cDNA in ein geeignetes Bqpressions- 

35 plasmid insertiert, damit eukaryotische Zelien transfonmiert und die Expression von TNF-BP mittels ELISA 
nachgewiesen. 

Die noch ausstandige s'-Region des TNF-Rezeptors wurde erhatten, indem eine Rattenhim cDNA- 
Bibliothek aus der Ratten Glia Tumorzellinie C6 mit einer TNF-BP Sonde durchsucht und die vollstandige 
fur den Ratten-TNF-Rezeptor kodierende cDNA isoliert wurde. 
40 Der 3 geiegene Abschnitt dieser cDNA, von dem angenommen wurde, daiS er der fehienden s'-Region 
hinter der EcoRI Schnittstelle des humanen TNF-Rezeptors entspricht, wurde als Sonde zum nochmaiigen 
Durchsuchen der HS913T cDNA-Bibiiothek venwendet. Dabei wurde ein Klon erhalten, der die gesamte fDr 
den TNF-Rezeptor kodierende DNA enthait. 

Nach VerkDrzen der 5 -nicht kodierenden Region wurde die cDNA in ein Expressionsplasmid insertiert 
45 und die Expression von humanem TNF-Rezeptor in eukaryotischen Zeilen Dber die Bindung von radioaktiv 
markiertem TNF nachgewiesen. 

Mittels Northern Blot-Analyse wurde bestatigt, daj3 die isollerte cDNA nahezu der gesamten TNF-R 
mRNA entspricht (die geringfagige Diskrepanz ergibt sich aus dem Fehlen eines Tells der s'-nichtkodieren- 
den Region). Daraus kann gefolgert werden, dafl es sich beim exprlmierten Protein um den volIstSndigen 
so TNF-Rezeptor handelt. 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele lllustriert. 



Vorversuch 1 

55 

Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 
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a) Konzentration des Hams 

200 1 Dialyseharn von Uramiepatienten, aufbewahrt in Raschen enthaltend EDTA (10 g/l), Tris (6 g/I), 
NaNg (1 g/t) und Benzamidinhydrochlorid (1 g/l) sowie kOht gelagert, wurden durch Ultrafiltration mittels 

5 einem hochdurchlSsslgen HSmokapillarfllter mit einer asymmetrischen Hohlfasermembran (FH 88H, Gam- 
bro) auf 4,2 I mit einem Proteingehalt von 567 g konzentriert. Der konzentrierte Harn wurde gegen 10mM/i 
Tris HCI, pH 8 dlalysiert. Wahrend dieses Vorgangs wurde. wie in den nachfoigenden Schrltten (auCer be! 
der Reverse Phase Chromatographie), imM/l Benzamidinhydrochlorid zugefugt, urn proteolytischem Verdau 
entgegenzuwirken. Alle nachfoigenden Reinigungsschrltte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 4 * C 

10 durchgefOhrt 



b) ionenaustauschchromatographie 

15 Dieser Schritt wurde durchgefUhrt, Indem DEAE-Sephacel-SSuien (2,5 x 40 cm) mit Proben konzentrier- 
ten und dialyslerten Harns, enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eiuiert wurde mit 800 ml eines 
NaCI /10mM Tris/HCI pH-8-Gradienten, wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0,4 M betrug. Die das TNF-BP 
enthaltenden Fraktionen von sieben Saulen mit einem Gesamtprotelngehalt von 114 g wurden bet -20 *C 
gelagert. 

20 

c) Affinitatschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde rTNF-o (15 mg) in 0,1 M NaHCOs, 1 M NaCI. pH 9 
25 (Koppiungspuffer) an 1 ,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt. Die Sepharose 
wurde In ImM HCI gequollen und mit Koppiungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden lang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Der OberschuiS an CNBr-Gruppen wurde 
durch eineinhaibstOndige Rotation mit 1M Ethanolamin, pH 8 blocklert. Die TNF-Sepharose wurde einige 
Male abwechseind in 1M NaCI, 0,1 M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCI, 0,1 M Borsaure pH 4 gewaschen 
30 und anschlteflend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit ImlVI Benzamidinhydrochlorid gelagert. Die • 
aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0,2 M NaCI. lOmM Tris/HCI. pH 8 
eingestellt. Die TNF-Sepharose wurde in eine SSule gepackt und mit 0,2 M NaCI. lOmM Tris HCi, pH 8 
gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen. entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer DurchflujSra- 
te von 10 ml/h aufgetragen und ausgiebig mit 0,2 M NaCI, lOmlVI Tris HCI. pH 8 gewaschen, bis im Eluat 
35 bei 280nm keine Absorption mehr nachweisbar war. Anschiiefiend wurde TNF-BP mit 0,2 M Glycin/HCI, pH 
2,5 eiuiert 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethyl- 
englykol (MG 6000) - bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml - lyophilisiert. Die lyophllisierte Probe 
wurde in destilliertem Wasser gelost und gegen destiiliertes Wasser dialysiert. (Die dialysierte Probe (4 ml) 
40 wurde in tiefgefrorenem Zustand gelagert.) 

Dieser Reinigungsschritt brachte gegenUber dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung urn das 
ca. 9000 fache. SDS-PAGE (durchgefUhrt. wie in Vorversuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Elution von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichteh von 28 000, 30 OOO und 
50 000 . 

45 

d) Reverse Phase Chromatographie 

Ein aliquoter Ante!! (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1 % 
50 Trifluoressigsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 SSule (Pharmacia), die an ein FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen war. aufgetragen. Die Saule wurde mit 0,1 %lger Trifluoressigsaure equilibriert 
und be! Raumtemperatur mit einem linearen 15 ml Gradienten von 10 Vol% bis 50 Vol% Acetonitril. 
enthaltend 0,1 % Trifluoressigsaure, beschickt; die Durchfiufirate betmg 0,3 ml/min. Fraktionen von 0,5 ml 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sowie die Aktivitat des TNF-o blndenden Proteins mit 
55 Hilfe des Kompetitionsbindungstest, wie Im Beispiel 1 angegeben.bestimmt. wobei Jewells 0,01 ul Probe 
venvendet wurden. TNF-BP eluierte als ein einziger Aktivltatspeak entsprechend einem scharfen UV- 
Absorptionspeak. 

Dieser letzte Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen Aktivitat um das ca. 29 faclie, die 



11 



EP 0 393 438 A2 



Gesamtzunahme an Aktivitat gegenOber dem Ausgangsmatorial (konzentrierter Diatyseharn) betrug das ca. 
l.lxlOMache, 

SDS-PAQE der reduzierten und nicht reduzierten Probe, durchgefUhrt wie in Vorversuch 2 angegeben, 
ergab eine diffuse Bande. die auf das Vorfiandensein eines inzigen Polypeptids mit einem Molekularge- 
wiclit von ca. 30 000 hinwies. Das diffuse Ersciieinungsbiid der Bande kann auf das Vorliegen einer oder 
meiirerer heterogener Glykosylierungen und/oder eines zweiten, in geringer Menge vorhandenen Polypep- 
tids zuruckzufDhren sein. Die Annahme, dabei konnte es sich urn ein Polypeptid mit dem in Vorversuch 3d 
als Nebensequenz bestimmten N-Tenninus liandeln. das gegenOber TNF-BP am N-Terminus veriangert ist, 
wurde durcli die Sequenz der cDNA bestStigt, wonach zwiscinen der Signalsequenz und Asn (Pos.12) ein 
Abschnltt von 1 1 AminosSuren voriiegt, dessen Sequenz mit der N-terminalen Nebensequenz Dberein- 
stimmt und der offensichtilch vom prozessierten Protein abgespaiten wird. 



Vorversucli 2 



SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese fSDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) auf 18 cm langen. 16 cm breiten 
und 1,5 mm dicken Flachgelen mit 10 Tasciien mittels einer LKB 2001 Elektropiiorese-Einheit durcligefUlirt. 
Der Proteingelialt der Proben aus den l=leinigungsschritten c) und d) (Vorversucli 1) wurde mittels Bio-Rad 
Protein Assay bestimmt bzw. aus der Absorption bei 280 nm bereclinet, wobei einer Absorption von 1,0 ein 
Geiialt von 1 mg INF-BP/ml zugeordnet wurde. 

Die Proben. enthaltend ca. 25 ug Protein (aus Vorversucii 1c) bzw. ca. 5 ug (aus Id) in reduzierter (/3- 
Mercaptoetiiano!) und niciit reduzierter Form wurden auf ein 3%lges Sammelgel und ein 5 bis 20%!ges 
lineares Poiyacrylamidgradientengei aufgetragen. Die Eiektroptiorese wurde bei 25mA/Gel ohne KUhlung 
gefaiiren. Ats Molekulargewiclitsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase B (MG 94 000), Rinderserumal- 
bumin (MG 67 000), Ovalbumin (MQ 43 000). Karboanhydrase (MG 30 000), Sojabohnen-Trypsininhibltor 
(MG 20 100) und a-Laktalbumin (MG 14 400) verwendet Die Gele wurden mit Coomassie Blue in 7%iger 
Essigsaure/4o%igem Ethanol gefarbt und in 7%iger Essigsaure/25%igem Ethanoi entfarbt. 

Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigte TNF-BP als Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von ca. 
30.000 . 



Vorversuch 3 



a) Probenvorbereitung 

15 ug des nach Vorversuch Id) gereinlgten Proteins wurden Ober Reverse Phase HPLC entsaizt und 
weiter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP CIS Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 0,1 %ige 
Trtfiuoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonltril (Eluens. B) als mobile Phase verwendet Die 
Gradientensteigerung betrug 20 bis 68 % Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion wurde gesammelt. getrocknet und in 75 ill 70 %lger 
Ameisensaure gelost und direkt fCir die Aminosauresequenzanalyse verwendet. 



b) Aminosauresequenzanalyse 

Die automatische Aminosauresequenzanalyse wurde mit einem Applied Blosystems 477 A RQssigpha- 
sensequenator durch On-line Bestimmung der freigesetzten Phenylthlohydantoin-Derivate mittels Applied 
Biosystems Analysator, Modell 120 A PTH, durchgefUhrt. 
Sie ergab die folgendo N-termlnale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca. 80 % der Proteinmenge): Asp-Ser-Val-Xaa-Pro-Gln-Giy-Lys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-. 
Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Leu-Gly-Xaa-Arg-Glu-. (Die in 
Kiammer stehenden Aminosauren konnten nicht eindeutig identifiziert warden.) 
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Vorversuch 4 



SDS-PAGE 

6 

Die Probenvorbereitung wurde wie tm Vorversuch 3 durchgefOhrt mit dem Unterschied, da/3 die 
Probenmenge 10 ug betrug. Die Probe wurde in 50 til Wasser aufgenommen und in 4 Portionen geteilt 
Einer der vier aliquoten Teile wurde zur Reinheitsbestimmung mittels SDS-PAGE nach der Methode von 
Laemml! (24) mlt DTT (DIthiothreitoI) reduziert und auf Minigelen (HSfer, 55x80x0,75 mm. 15 %) getrennt; 
10 als Molekulargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 8 angegebene verwendet Die Farbung erfolgte nach 
der Methods von Oakley (Oakley, et ah, 1986). Das Elektropherogramm 1st in Rg. 9 dargestellt. Es zeigt 
eine einzige Bande bei einem Molekulargewicht von ca, 30 000. 

15 Beispiel 1 



a) Tryptic Peptide IVIapping 

20 Etwa 60 ug des nach Vorversuch 1d).gereinigten Proteins wurden Qber Reverse Phase HPLC entsaizt 
und damit welter geretnigl. Dazu wurden eine Bakerbond V\/P CIS SSute (Baker; 4,6 x 250 mm) und 
0.1%ige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw, in Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase venA^endet. 
Die Gradientensteigenjng betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel be! 214 nm 
, und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 13,0 min) wurde gesammelt. 
25 getrocknet und in 60 ut l%igem Ammoniumbicarbonat'gelost. 

Dieser LSsung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 ng Trypsin (Boehringer Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsmischung 6 Stunden bei 37 ' C inkubiert. Danach wurden nochmals 1 % w/w Trypsin zugesetzt und 
die inkubation Qber Nacht fortgesetzt. 

Zur Reduktion der DisulfidbrOcken wurde der Reaktionsansatz anschlieiSend mit 60 ul 6 IVI Hamstoff 
30 und mit 12 ul 0,5 M Dithiothreitol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Die Auftrennung der entstandenen trypttschen Spaltpeptide erfolgte Ober Reverse Phase HPLC, wobei 
eine Delta Pak CI 8 Saule (Waters, 3,9 x 150 mm, 5 um Teilchendurchmesser, 100 A Porendurchmesser) 
bei 30 "C und 0,1%ige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitrii (Eiuens B) als mobile 
Phase verwendet wurden. Die Qradientensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min, danach wurde 
35 55% B fur 15 min beibehalten. Die FluJSrate betrug 1 ml/min, die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 
AUFS) und bei 280 nm (0,05 AUFS). 



b) Sequenzanalyse von tryptischen Peptiden 

40 

EInige der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der automatischen 
AminosSuresequenzanaiyse unterworfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktlonen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammelt, getrocknet und in 75 ul 70%lger Ameisensaure geiost. Diese Losungen wurden 
direkt fOr die Sequenzierung In einem Applied Biosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenator 
45 eingesetzt Tab.1 enthalt die Ergebnisse der Sequenzanalyse der tryptischen Peptide, wobel die in 
Klammem angefOhrten AminosSuren nicht mlt Siciierheit nachgewiesen werden konnten. Die Angabe "Xaa" 
bedeutet, daB an dieser Stelle die AminosSure nIcht identlfiziert werden konnte. 

In der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 6 nicht identlfiziert werden. Die Sequenz -Xaa-Asri-Ser- 
fur die Position 6-8 iafit vermuten, dafi die AminosSure 6 in glykosylierter Form vorliegt. 

50 In der Fraktion 17 konnte die AmlnosSure in Position 6 ebenfalls nlcht identlfiziert werden. Die Sequenz 
-Xaa-Asn-Ser- (bereits in Fraktion 8 auftretend) fUr die Positlonen 6 bis 8 Ia0t vennnuten, da/3 die 
Aminosaure 6 In glykosylierter Fonn vorliegt. Die ersten 13 Aminosauren der Fraktion 17 sind weitgehend 
identisch mlt der Fraktion 8; bei Fraktion 17 dOrfte es sich somit um ein Peptid tiandein, das durch 
unvollstandlge tryptische Spaltung entstanden 1st. 

55 Auffallend ist die Identitat der Fraktion 21 mit den Positlonen 7 bis 14 der Fraktion 27. Sowohl in 
Fraktion 21 als auch in Fraktion 27 bricht die Sequenz nach der Aminosaure Asparagin (Position 8 bzw, 14) 
pibtzlich ab, obwohl hier keine tryptischie Spaltung zu nwarten ist. Dies 1st ein Hinweis darauf, daJ5 die 
Aminosaure Asparagin (Position 8 in Fraktion 21 bzw. Position 14 in Fraktion 27) die C-termlnale 
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AminosSur© von TNF-BP sein kSnnte. 

Auffalfend ist die weltgehende Identitat der Sequenz der nur in geringer Menge auftret nden Fraktion 
12 mit der in Vorversuch 10 bestimmten Nebensequenz des N-Terminus. Daj3 die Proteine der Haupt- und 
Nebensequenz auf einer analytischen Reverse Phase HPLC-Saul© {Vorversuch 3b) nlcht trennbar waren, 
Heferte einen Hinweis dafOr. 6a!i es sich bei dem Protein mit der Nebensequenz urn eine am N-Terminus 
verlangerte Form des TNF-BP handelt, die durch Prozessieoing zum Grofiteil in das Protein nnit der 
Hauptsequenz DberfOhrt wird. 

Fraktion Aminosauresequenz 



1 Asp - Ser - Val - Cys - Pro - Gin - Gly - Lys 

2 Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 

3 Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 



14 



EP 0 393 438 A2 

Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) - 
Ser - Asn -(Cys) - Lys 

Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - Xaa - Xaa - Xaa - Lys 

Glu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - . Phe - Thr 

- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

Leu - Val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

(Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (lie) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) Gly ^ 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 

- Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly -Pro - Gly- Gin - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 
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Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - lie - Glu - 
Asn 

Gin - Asn - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - . 
(His)- Ala - Gly - Phe - (Phe) - Leu - (Arg) 

27 Ser - Leu - Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 

(Cys)- Leu - Pro - Gin - lie - Glu - Asn 

Tabelle 1 : Aminos Suresequenzen der analysierten 
tryptischen Peptide von TNF-BP 



21- 



26 



Beispiel 2 



Analyse des C-Terminus 

Diese Analyse wurde nach dem Prinzip der in (Hsieng et al., 1988) beschriebenen Method© durchge- 
fQhrt. 

Etwa 60 M-g des nach Vorversuch 2d) gereinigten Proteins wurden Uber Reverse Phase HPLC entsalzt 
und damit weiter gereinigt. Dazu wurden eine Bakerbond WP GIB Saule (Baker; 4,6 x 250 mm) und. 
0.1%ige Trifluoressigsaure In Wasser (Eluens A) bzw. In Acetonltril (Eluens B) als mobile Phase verwendeL 
Die Gradientensteigerung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bel 214 nm 
und be! 280 nm. Die TNF-BP enthaltende Fraktion. (Retentionszelt etwa 13.0 min) wurde gesammelt, 
getrocknet und in 120 ti\ 10 mM Natrlumacetat (auf pH 4 gestellt mit 1 N HCI) gelost. 

Dieser LSsung wurden 6 ul Brij 35 (10 nrig/ml in Wasser) sowie 1,5 ul Carboxypeptidase P (0,1 mg/ml 
in Wasser, Boehringer Mannheim, Nr. 810142) zugesetzt. Das entspricht einem Gewlchtsverhaltnis Enzym 
2U Protein von 1 zu 400 (Frohman et al., 1988). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde eine Probe von 20 ul der Reaktlonsmischung entnommen und 
darin die enzymatische Reaktion durch Ansauern mIt 2 ul konzentrierter Trifluoressigsaure und durch 
Gefrieren bei - 20 ' C unterbrochen. 

Die Reaktionsmischung wurde Im KQhIschrank (ca. 8' C) stehengelassen und Proben zu je 20 ul nach 
10, 20, 60 und 120 Minuten entnommen. Der Rest der Reaktionsmischung wurde weitere 120 Minuten bei 
Raumtemperatur belassen. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul konzen- 
trierter TrifluoressigsSure angesSuert und bei -20'c eingefroren, wodurch die enzymatische Reaktion 
unterbrochen wurde. 

Parallel zum beschriebenen Probenansatz mit etwa 60 ug TNF-BP wurde unter identischen Bedingun- 
gen ein Reagentienblindwert angesetzt, dem kein Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alle Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet, mIt 10 ui einer Losung aus 2 Teilen Sthanol, 2 Teilen Wasser und 1 Teil Triathylamin { = 
"Redrylng solution" des Picotag-Aminosaureanalysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmals kurz 
getrocknet. Danach wurden die Proben zur Derivatisierung der vom C-Terminus abgespalteten Aminosauren 
mit je 20 Ul des "Derivatisation Reagens" (7:1 :1 :1 = Athanol : Wasser : Triathylamin : Phenylisothiocyanat; 
Picotag-System) versetzt. 20 Minuten be! Raumtemperatur stehen gelassen und dann 1 Stunde In einem 
Speed Vac Concentrator getrocknet. 

Zur Analyse der derivatisierten Aminosauren wurden die Proben in 100 ul "Sample Diluent" (Picotag- 
System der Fa.Waters) gelSst. Von diesen Losung wurden je 50 ul mit Reverse Phase HPLC (Saule, 
mobile Phase und Gradient nach Originalvorschrift des Picotag-Systems der Fa.Waters) analysiert Die 
Chromatogramme der Proben und Reag ntlenblindwerte wurden mit dem Chromatogramm ein s analog 
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derivatisierten G misches (100 pMoI/AminosSure) von Standardaminosaur n (Fa.B ckman) vergllchen. 

Wi aus den quantrtativen Ergebnissen d r Picotag-Aminosaureanalyse (Tab He 2) ersichtiich ist, ist 
Asparagin mit hoh r Wahrscheinlichkeit die C-terminale Aminosaure von TNF-BP. Neben Asparagin 
konnten nach 240 Minuten R aktionszeft auch GlutaminsSure und in geringerer Menge Isoleucin nachgewie- 
sen werden. Signifikant Uber dem Reagentienbllndwert liegende Mengen von anderen Aminosauren konnten 
auch nach 240 Minuten Reaktionszelt nicht gefunden werden. Dieses Ergebnis (-lle-G!u-Asn als C- 
Terminus) bestatigt die aus der N-terminalen Sequenzierung der tryptischen Peptide 21 und 27 abgeleitete 
Vermutung, dafi die be! diesen Peptiden C-terminal identifizlerten Aminosauren - lle-Glue-Asn (Beispiel lb) 
den C-Terminus von TNF-BP darstellen. 

Tabelle 2: 



Reaktionszeit 




Integratoreinheiten fur 








die Aminosauren 




Isoleucin 


Glutaminsaure 


Aspargin 


0 
10 








20 






83.304 


60 






168.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 


Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse 


nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Methoden zu den Beispielen 3 bis 7: 

In den nachfolgenden Beispielen wurden, sofern nicht ausdrOcklich anders angegeben, molekularbiolo- 
gische Standardmethoden' verwendet. die einschiagigen HandbUcliern entnonnmen werden kbnnen bzw. 
den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen entsprechen. Urn die Beschreibung der nachfolgenden 
Beispiele zu vereinfachen. werden oft wiederkehrende Methoden bzw. Bezeichnungen kurz beschrieben: , 

"Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezteht sich auf die katalytische Spaltung der DMA mittels 
Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzymen) an ft)r diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellen). 
Restriktionsendonukleasen sind kaufllch erhMltllch und werden unter den von den Herstellern empfohlenen 
Bedingungen (Puffer, Rinderserumalbumin (BSA) als Tragerprotein, Dlthiothreit (DTT) als Oxidationsschutz) 
eingesetzt. Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben, meist getolgt von Kleinbuchsta- 
ben und normalerweise einer romischen Ziffer, bezeichnet Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganis- 
nnus ab, aus dem die betreffende Restriktionsendonuklease isoliert wurde (z.B.: Sma I: Serratia marces- 
cens). Qblicherweise wird etwa 1 ug DNA mit einer oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 ul 
Pufferlosung geschnitten. Normalerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37 ' C ven/vendet, 
kann aber laut den Venvendungsvorschriften des Herstellers varliert werden! Nach dem Schneiden wird 
manchmal die 5 Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) 
entfemt. Dies dient zur Verhinderung einer ungewOnschten Reaktion der spezifischen Stelle in einer 
nachfolgenden Ligasereaktion (z.B. Zirkuiarisierung eines linearisierten Plasmids ohne Insertieaing eines 
zwelten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben, werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden 
. mIt Restriktionsendonukleasen nonnaierweisB nicht dephosphoryliert. Reaktionsbedingungen fOr die Inkuba- 
tion mit alkalischer Phosphatase sind z.B. dem M13 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing Handbook, Fa Amersham. PI/129/83/12) zu entnehmen.Nach der inkubation wird Protein durch 
Extraktion mit Phenol und Chloroform entfemt und die DNA aus der wajSrigen Phase durch Zusatz von 
Athanol prazlpitiert 

"Isolierung" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den Restriktionsver- 
dau erhaltenen DNA-Fragmente, 2.B. auf einem 1% AgarosegeL Nach der - Eiektrophorese und dem 
Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht durch Anfarben mit Sthidlumbromid (EtBr) wird das gewUnschte 
Fragm nt anhand mitaufgetragener Moiekularg wichtsmarker lokalisi rt und durch weltere B ktrophores 
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an DE 81 Papier (Schleicher und SchOll) gebunden. Die DNA wird dutch SpDlen mit Niadrigsalzpuffer (200 
mM NaCl. 20 mM Tris pH=7,5, 1 mM EDTA) gewaschen und anschlieOend mit inem Hochsalzpuffer (1 M 
NaCI, 20 mM Tris pH = 7.5. 1 mM EDTA) eluiert. Die DNA wird durch Zusatz von Xthanot prazipitiert. 
. "Transformation" bedeutet das Bnbringen von DNA in einen Organismus, so da/J die DNA dort 
5 replizierbar ist, entweder ejctrachromosomal oder chromosomal fntegriert. Transformation von E.coll tolgt der 
Im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa. Amersham, 
PI/129/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Bestimmung der Nukleotidsequenz. Dazu wird zunachst die zu 
sequenzierende DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente werden in 

10 entsprechend geschnittene M13 mp8. mp9, mp18 Oder mp19 Doppelstrang DNA eingebracht, oder es 
werden die DNA mittels Ultraschall fragmentiert, die Enden repariert und die gro/Jenselektionierten Frag- 
mente in Sma I geschnittene, dephosphorylierte M13 mp8 DNA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der 
Transfomiation von E.coli JM 101 wird Bnzelstrang DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend 
dem M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook, Fa Amersham, 

T3 PI/129/83/12) isoliert und nach der Didesoxymethode (Sanger et a!., 1977) sequenziert. Als Alternative zur 
Verwendung des Klenowfragment der E.coli DNA Polymerase I bletet sich dabel die T7-DNA Polymerase 
an ("Sequenase, Fa. United States Biochemical Corporation). Die Sequenzreaktionen werden entsprechend 
dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for DNA Sequencing With Sequenase" (Version 2.0) 
durchgefOhrt. " , 

20 Erne weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden DNA in einen Vektor, 
der unter anderem einen Repiikationsursprung eines DNA-Einzelstrangphagen (M13, fl) tragt (z.B. Bluescri- 
be Oder Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von E.coii JM101 mit dem rekombinanten 
Molektl! kbnnen die Transformanten mit einem Helferphagen. zB. M13K07 oder R408 von Promega) infiziert 
warden. Als Resultat erhSIt man eine Mischung aus Helferphagen und .verpacktem, einzelstrangigem 

25 rekombinanten Vektor. Die Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der M13 
Methode. Doppelstranglge Plasmid-DNA wurde entsprechend dem oben angefOhrten Sequenzierhandbuch 
durch Alkaltbehandlung denaturiert und direkt sequenziert. 

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mittels der ursprUnglich von R. Staden (Staden et al., 1982) 
entwickelten und von Ch. Pieler (Pieler, 1987) modifizierten Computerprogramme. 

30 "Ligieren" bezleht sich auf den Prozefl der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Doppelstrang-DNA Fragmenten. Dblicherweise werden zwischen 0,02 und 0,2 ug DNA-Fragmente in 10 
Ul mit etwa 5 units T4-DNA Ugase ("Ugase") In einer geeigneten Pufferlosung ligiert (Maniatis et al., 1982). 
"Praparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isoliemng der Plasmid DNA aus Bakterien mittels 
der alkalischen SDS Methode, modlfiziert nach Birnboim und Doly, unter Weglassen des Lysozyms. Dabei 

35 werden die Bakterien aus 1,5 bis 50 m! Kultur verwendet 

"Oligonukleotide" sind kurze Poiydesoxynukieotide, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381 A venvendet. Die Oligonukleotide werden entsprechend dem 
Model! 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet. Sequenzprimer werden ohne weitere Relnl- 
gung direkt eingesetzt. Andere Oligonukleotide werden bis zu einer Kettenlange von 70 durch die "OPC"- 

40 Methode gereinigt (OPC = Oligonucleotid purification column, Applied Biosystems, Product Bulletin. 
January 1988). Langere Oligonukleotide werden durch Polyacrylamidgelelectrophorese (6% Acrylamid, 
0,15% Bisacrylamid, 6 M Harnstoff, TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel Uber eine G-25 
Sepharosesaule entsalzt 

45 

Beispiel 3 



Herstellung von TNF-BP-spezifischen Hybridisiemngssonden 

so 

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cDNA 
mittels PGR getroffen: 

a) Aus der N-terminalen AmInosSuresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz, erhalten aus 
Von/ersuch 3 und Beispiel 1 . Fraktion 1) 
55 Asp-Ser-Vai-Cys-Pro-Gin-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln- 

wurde ein Heptapeptid-Bereich ausgewahit, der die niedrigste KomplexitSt eines gemischten Oligonukleo- 
tids zum Hybridlsieren an cDNA zuiaOt: Es sind dies die Aminosauren 6 bis 12. Um die KomplexitSt des 
Mischoligonukleotids herabzusetzen. wurden vier Mischollgonukleotide mit einer Komplexitat von jeweiis 48 
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hergestellt. Die Oligonukleotide wurden in Richtung der mRNA hergestellt, sie sind somit zum 3 Ends der 
Sequenz orientiert und identisch mit dem nichtkodlerenden Strang des TNF-BP-Gens: 

Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 

5'CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 EBI-1639 
G G C C C 

A - 

AAA TAT ATT CAT CC 3*TNF-BP #3/2 EBI-1640 
G C C C 
A 

AAA TAT. ATT CAT CC 3;tNF-BP #3/3 EBI-1641 
G C C C 
A 

5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3 ' TNF-BP #3/4 EBI-1642 
G G C C C 

A 

b) Aus der Aminosauresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktlon 1Vdes tryptischen Verdaus) der 
Aminosgiuresequenz 

Glu-Gys-Glu-Ser-Giy-Ser-Phe-Thr-Ala-Ser-(Giu/Gys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Beisplal 1) 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewahit und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synthetlsiert: 



5'CAA GGC 
G 

5*CAA GGA 
G 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 
Cys 

TNF-BP #4/5 (EBI-1653): 
^ 3 'AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5* 

G G T T T 
T 

70 ' 

TNF-BP #4/6 {EBI-1654): 

3* AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5* 
G G T G T 
T 

TNF-BP #4/7 (EBI-1657): 

3 'AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T G 
T 

TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3 'AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G G 

, T 

Die Oligonukleotide wurden komplementar zur mRNA synthetisiert und sind somit zum S Ende der 
35 Sequenz orientiert. Um das ampiifizlerte DNA-Fragment im Ansch!uJ5 an die PGR effiztent klonieren zu 
konnen, wurde auch ein BamHI-Linker am 5 Ends der Oligonukleotide vorgesehen. Werden z.B. die 
Oligonukleotide TNF-BP #4/5-8 gemeinsam mit TNF-BP #3/1-4 fUr die PGR an der gesamten X-DNA einer 
Bibliothek eingesetzt. kann' ein etwa resultierendes DNA Fragment mIt BamHI nacligeschnitten werden. Die 
Partner-Oligonukleotide ergeben ein gerades Ende.am s'Terminus, das Fragment kann somit in die Smal- 
40 BamHI-Stellen eines geeigneten Vektors kloniert werden. 

Jedes Mischoiigonukleotid TNF-BP #4/5 bis 8 ist eine Misciiung aus 48 Einzelnukleotiden und 
berticksiclitigt einige Codons nicht, und zwan ■ * 

ThrACG 

Ala GCG und GOT 
45 Ser TOG und TCC 
Asn AAT 

Bei GCT wird die Moglichkeit In Betracht gezogen, da/J das zu GCG (Ala) komplementare Triplett CGG 
durch Ausbildung einer G-T BrOcke wirksam sein kann, bei TGG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasseibe 
bezUglicli AGT bzw. TTG. 

50 ACG. GCG und TGG sind aufierst seltene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berOcksictitigt. 
Beisplei 4 

55 

Ampiifizierung einer fUr TNF-BP kodierenden Tellsequenz aus einer cDNA-Bibliotliek. 
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a) Isolierung von X-DNA einer cDNA BIbllothek 

Die Herstellung der cDNA Bibltothek erfolgte nach der in der EP-A1-0293 567 fOr die humane 
plazentale cDNA Bibiiotliek beschrlebenen Methode mit dem Unterschied, dafl als Ausgangsmaterlal 10^ 

6 Rbrosarkomzellen der Zellinie HS 913 T. die unter Stimulierung mit humanem TNF-a (10 ng/ml) fiochge- 
zDchtet worden waren. verwendet wurden. Statt X gtIO wurde X gtll verwendet (cDNA Synthase: Am ers- 
ham RPN 1256; EcoRI verdaute X gt11 Amne: Promega Biotech; in vitro Verpacken der iigierten DNA- 
Gigapack Plus, Stratagene). 

5 ml des PhagenOberstandes der amplifizierten cDNA Bibliothek der humanen Fibrosarkom Zellinie 

70 HS913T in X gtll wurden mit 0,5 ug Rl^ase A und 0.5 tig DNase I versetzt und eine Stunde bei 37* C 
inkubiert. Die Mischung wurde 10 min bei SOOOxg zentrifugiert. der Oberstand durch Extraktion mit Phenol 
und Chloroform von Protein befrelt und die DNA aus der wSssrlgen Phase durch Zusatz von Ethanoi 
prazipltiert. Die X-DNA wurde in TE-Puffer {10 mM Tris pH = 7,5; 1 mM EDTA) gelost 
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45 



SO 



55 



b) PGR Amplifizierung einer TNF-BP Sequenz aus einer cDNA Bibliothek 



FUr die Anwendung der PGR (Salkt et al.. 1988) auf DNA der HS913T cDNA Bibliothek wurden 16 
Etnzelreaktlonen durchgefOhrt, in welchen Jewells eines der 4 Mlschoilgonukieotide EBI-1639, EBM640. 
20 EBI-1641. EBI-1642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukieotide EBI-1653, EBl-1654. EBI- 
1 657, EB!-1 658 ais zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukieotide enthalt 48 verschie- 
dene Oligonukleotide gleicher Lange. 

Die Amplifizierung mittels PGR fand in 50 ul Reaktionsvolumen, enthaltend 250 ng X-DNA der cDNA- 
Bibliothek, 50 mlV! KCI. 10 mlV! Tris pH=:8,3, 1.5 mM MgCb. 0,01% Gelatine. 0.2 miVl jedes der 4 desoxy- 
26 Nukleosidtriphosphate (dATP. dGTP. dCTP. dTTP), je 200 pMol erster und zweiter Primer. 1.25 Einheiten 
Taq Polymerase [Perkin-Smer Cetus] statt; Urn ein Verdunsten zu verhindem. wurde die Losung mit 
einigen Tropfen Mineraioi (0,1 ml) Oberschichtet Die PGR wurde in einem DNA Thermal Cycler (Perkin 
Elmer Cetus) folgenderma/Jen durchgefOhrt Die proben wurden 5 Minuten auf 94* C erhitzt. urn die DNA zu 
denaturieren. und anschlie/lend 40 Ampiifikationszyklen unterworfen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden 
30 Inkubation bei 94 C, 2 Minuten Inkubation bei 55 'C und 3 Minuten Inkubation bei 72 'C. Am Ende des 
ietzten Zyklus wurden die Proben fOr weitere 7 Minuten bei 72 ' c inkubiert, um sicherzustellen, da0 die 
letzte Primer-Vertangerung volistandig verlauft. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die DNA mit Athanol prazipitiert. 

5 m jeder der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der amplifizierten 
DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestimmt. Die stairkste DNA Bande, ein Fragment 
von 0.16 kb Lange, war in den PCR-Proben zu sehen, die mit dem Oiigonukleotid EBI-1653 ais erstem 
Primer und einem der Oligonukleotide EBf-1639, EBI-1640; EBI-1641 Oder EBi-1642 ais zweltem Primer 
amplifiziert worden waren. Da die mit dem Primerpaar EBI-1653 und EBi-1642 ampiiflzierte Probe die 
groBte Menge an diesem 0,16 kb DNA-Fragment enthieit, wurde diese Probe fOr die weltere Aufarbeituna 
40 ausgewahlt. 



Beispiel 5: 



Klonierung und Sequenzierung eines durch PGR Amplifikation gewonnenen DNA-Fragments 

Das erhaltene PCR-Produkt der Primer EBI-1642 und EBI-1653 wurde mit BamHI geschnitten und 
nachfolgend elektrophoretisch in einem Agarosegel (1.5% Nusieve GTG Agarose plus 1% Seakem GTG 
Agarose, FMC Corporation) nach der Gr5Be aufgetrennt. Die Hauptbande, ein DNA Fragment von 0.16 kb 
Lgnge. wurde aus dem Gel eiektroelulert und mit Ethanoi prazipltiert. Dieses DNA Fragment wurde mit 
BamHI/Smal geschnittenem Plasmid pUC1B (Pharmacia) ligiert und E. coll JM101 mit dem Ligationsge- 
mlsch transformlert. Die nach der Minipraparationsmethode hergesteltten Plasmlde wurden durch Schnei- 
den mit den Restrlktionsenzymen Pvull und EcoRI-BamHI und nachfoigender Elektrophorese in Agarosege- 
len charakterisiert. Das Plasmid pUCl8 enthSIt zwei Schnittstellen fOr Pvull, die in einem 0.32 kb DNA- 
Fragment die Polyklonierstelle flankieren. Sehr kurze DNA-jnserts in der Polykloniersteile des Plasmids 
konnen nach Schneiden mit Pvull leichter Im Agarosegel sichtbar gemacht werden. da sich die Lange um 
0,32 kb vergr65ert. Durch Schneiden mit EcoRI. und BamHI kann das' In den mit BamHI und Smal 
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20 
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30 



35 



geschnittenen Plasmidvektor llgierte DNA-Fragment inkluslve einiger Basenpaare der Polylinkers quenz 
erhalten werden. Ein Klon mil dem gewQnschten Insert wurde als .pTNF-BP3B bezeichnst Das gesamte 
DNA-insert dieses Klons wurde nach Subklonieren eines EcoRI-BamHI Fragments in IVl13mp18 (Pharmacia) 
nach der modifizierten Didesoxy Methode mit Sequenase (United States Biochemical Corporation) sequen- 
ziert. 

Die Analyse der durch PCR-ampiifizierten DNA ergab folgende Sequenz (nur der nicht kodierende 
Strang ist abgebildet, dariiber die abgeleitete Aminosauresequenz): 

5 10 
Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys 
CAG GGG ARR TKT RTT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

15 20 25 

Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Asn &gp 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 



30 35 
Cys Pro Glv Prn Glv Gin A.gp tHt- Asp Cys Arg Glu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG" GAG TGT 

40 45 50 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 
GAG AGC GGC TCC TTC ACR GCC TCR GRR RRC RRC RRG GRT CC 

Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrift) entsprechen den Sequenzen der Primer- 
Oiigonukleotide EBM642 bzw. dem Komplement von EBl-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 bestStigen die 
restliche Sequenz des tryptischen Peptides 11. , 

Weiters enthait das mittels PGR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 
des tryptisciien Verdaus (Aminosauren 20 bis 34, unterstrichen). Damit ist erwiesen. da/3 der Kion pTNF- 
BP3B von einer cDNA abgeleitet wurde. die fur TNF-BindungsiDrotein kodiert 

pTNF-BP3B stellt damit eine Sonde, z.B. zum Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach TNF-BP cDNAs. 
dar. 



Beispiei 6: 

<5 Isolierung von TNF-BP cDNA Klonen 

Ga. 720.000 Phagen der HS913T cDNA Bibliothek in X gt11 warden auf E.coii Y1088 (A lacU169. 

pro::Tn5. tonA2, hsdR, supE. supF. metB. trpR, p-.X (pMC9)) plattiert (ca. 60.000 Phagen pro 14.5 cm 

Petnschale, LB-Agar: 10 g/i Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaGI, 1.5% Agar. Plattieren in Top-Agarose: 10 
50 g/i Trypton, 8 g/l NaCI. 0.8% Agarose). Von jeder Platte wurden zwei Nitrozeliulosefilter-AbzOge hergestellt. 

Die RIter wurden vorgewaschen (1 6 Stunden bei 65 ' G) in: 

50mMTris/HGIpH=8,0 

1 M NaGI 

1 mM EDTA 
55 0,1 % SDS 

Die Rlter wurden zwel Stunden bei 65 " C prahybridisiert in: 

6x SSC (0.9M NaGI. 0,09 M tri-Na-citrat) 

5x Denhardt's (0,1% RcoII, 0,1% Polyvinylpyrrolidon. 0.1% BSA ( = Rinderserumalbumin)) 
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0,1% SDS 



Herstellung der radioaktiv markierten Sonde: 

5 

pTNF-BP 3B wurde mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten und das ca. 0,16 kb Insert lsoliert..0,6 
ug des Inserts in 32 ii\ warden bei 100* C denaturiert und mit je 60 pMol EBi-1642 und EBI-1653 durch 
Abktihlen auf 80*C Qber 10 Minuten und jShes AbkOhlen in Eiswasser geprinnt Nach Zusatz von 
10 ul a-32p.dCTP (1 00 uCi, 3,7 MBq) 
70 5 ti-MOx Priming Puffer (0.1 M Tris/HCI pH = 8,0, 50 mM MgCl2) 
2 ul je 1 mm dATP. dGTP, dTTP 

1 Hi PollK (Klenow Fragment der E.coli DNA Polymerase I, 5 Einheiten) 

wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur inkublert. Nach HItzelnaktivierung (1 0 Minuten auf 70 ' C) erfolgte 
das Abtrennen der nichteingebauten Radioaktivltat durch Chromatographie Uber Blogel P6DG (Biorad) in TE 
IS Puffer (10 mM Trts/HC! pH = 8, 1 mM EDTA). Eingebaut wurden 65x10^ cpm. 

Das Hybridisieren der RIter erfolgte in einem Gesamtvolumen von 80 ml 6xSSC/5X Denhardt's/0,1% SDS 
plus hitzedenaturierter Hybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65* C. . 

Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur In 6xSSC/0,01% SDS und einmal 45 Minuten 
bei Raumtemperatur In 2xSSC/0,01% SDS und dreimal 30 Minuten bei 65 "C in SxSSC/O.Or/o SDS 
20 gewaschen. Die Filter wurden luftgetrocknet und anschliej3end an Amersham Hyperfilm 16 Stunden unter 
Verwendung einer Verstarkerfolle bei -70 'C exponiert. Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques 
identlRziert (X-TNF-BP #1-30). 

Die Regionen mit den hybridisierenden Plaques wurden moglichst prazise ausgestochen, und die Phagen 
in 300 ul SM Puffer plus 30 ul Chloroform eluiert. 
25 Durch "Piaquereinigung" (Plattieren von ca. 200 Phagen pro 9 cm Petrischale beim zweiten Durchgang, 
bzw. ca. 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Durchgang, FitterabzOge doppelt, Vorberelten, 
Hybridisieren und Waschen wie beim erstmaligen Durchsuchen beschrieben) wurden letztlich 25 hybridisie- 
rende Phagen vereinzelt (X-TNF-BP #1-10, 12-24, 29,30). 

30 

Darstellung der rekombinanten X-DNA von den Klonen X-TNF-BP #13, 15. 23, 30: 

2x10^ Phagen wurden auf E.coil Y1088 in Topagarose (10 g/1 Trypton, 8 g/l NaCl. 0,8% Agarose) 
plattiert (14,5 cm Petrischale mit LB-Agarose (1.5% Agarose, 0,2% Glucose, 10 mM MgSO-t. 10 g/I Trypton, 

35 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCI) und 6 Stunden bei 37* C inkublert. Nach AbkOhlen der Piatten (30 Minuten bei 
4' C) wurde mrt 10 ml X-Diluent (10 mM Tris/HCI pH = 8,0. 10 mM MgCl2. 0,1 mM EDTA) Uberschichtet und 
16 Stunden bei 4'C eluiert. Der Oberstand wurde in 15 ml Corex Rohrchen transferiert und 10 Minuten bei 
15000 rpm und 4"C zentrifugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge, JA20 Rotor). Der Oberstand wurde in 10 ml 
Polycarbonat-Rdhrchen dekantiert und bei 50000 rpm, 20 'C bis «2t = 3x10^° zentrifugiert (Beckman LB-70, 

40 50 Ti Rotor). Das Pellet wurde in 0,5 ml X-Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen (1 ,4 ml) 
transferiert. Nach Zusatz von 5 ug RNase A und 0,5 ug DNasel und Inkubation bei 37* C wahrend 30 
Minuten und Zusatz von 25 ui 0,5 M EDTA. 12,5 ul 1 M Tris/HCI pH = 8.0, 6,5 Ul 20% SDS erfolgte weitere 
Inkubation bei 70 ' C fOr 30 Minuten. Die X-DNA wurde durch Phenol/Chloroform Extraktlon gereinigt und mit 
Ethanol gefallt AbschiieiJend wurde die DNA In 100 ul TE-Puffer gelQst. 

45 

Beispiel 7: 



50 Subklonierung und Sequenzlerung von TNF-BP cDNA Kionen 15 und 23 

Um die cDNAs der Kion© XTNF-BP15 und XTNF-BP23. die bei der Hybridisierung die stSrksten Slgnale 
gezeigt hatten, naher zu charakterisieren, wurden die cDNA-lnserts mit EcoRl aus der X-DNA herausge- 
schnitten, nach elektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel eluiert und mit Athanol prazlpltiert 
55 Die DNA-Fragmente von 1.3 kb (von XTNF-BP15) und 1.1 kb (von XTNF-BP23) wurden mit EcoRI 
geschnittenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryliertem Plasmidvektor pT7^3a- 
18 (Bethesda Research Laboratories) mit T4 DNA Ligase iigiert und E.coli JM101 transformiert. Von 
einzelnen Bakterienkolonien, die nach S lektion auf Agaroseplatt n mit Ampicillin und X-gal kein blaue 
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mRNA emsprechende Ende dem T7 Promoter zugewandt ist. wurden pTNF-BP15 bzw DTNF-BP23 
An M13 Klonen. die die cDNA-inserts in entgegengeseWer Orientierung enthielten wurden mit dem 

Herstellung der cDNA-Bibliothek an die cDNA angefugt worden waren. Die Nulcleotid^zTes cDNA 

Der Klon XTNF-BP30 wurde ebenfalls untersucht; seine Sequenz entsDricint XTNF-RP1'; mit Hom 
Umerschied. dafi die Sequenz eine Deletion von 74 bp (Nukleotid 764 bis BSt! allt 

20 BeispiefS 
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Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMVI und pAD-CMV2 

wurde e.n neues Plasmid konstruiert. das eine Mulfklanisrstelle fur die geia elnsIS Sope 
Die i'""' K "T"' """^'^ Ampidllinresistenz mit hoher Kopie Srvlehre; ?S 

S ,np^T« H ."'^r M13 ermoglicht die Herstellung einzelstrSngiger Plasm d-DNA mittelS 
Supennfektoon der transfomiierten Bakterien mit einem Heiferphagen (z.B. R408 oder Mm07» zur eri^^ 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Plasmid-Di^A. Der T7 PromT der der Sk^niP^^^^^^^^^ 

sToSreS oet "r ^^^"^^^p'^" 

sZ SIT ^ '""l '""^ Cy*°'^^9sl°vir"s {CM\n Promoter/Enhancer (Boshart et a!.. 1985) Der 



a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile duroh PGR " 

Das Piasmid Bluescript SK+ wurde mit Hindlll linearisiert und 5 ng DNA In einem 100 ul PGR An,»t, 
»"^Puff-r: 50 mM KCI. 10 mM Tris-CI pH=8.3. 1.5 mM ^C^^ SJl^elSinTS 

SmScaSctSgg'S^^aT^^^^ Oligonukleotlde EBI-178e (5^ 

faQAATrCAGCCTGAATGGCQAATGGG-3 ; bindet knapp auSerhalb von M13 ori-Region in Biuescrlot Pos 
475 unabhangig von M13 ori-Orientierung) und EBI.1729 {S^CCTCGAGCGTTGCTGGCGT^^r V^^ 
so bindet an Bluescript an Pos. 1195 vor ori. entspricht dem A^fang der BiuSJSS^^^^ 

™J t, !L « ; ^' ^ '^"^ ''^ C. Perkin Elmer Cetus Thermal Cvclert Die 

dircSeloe^^S^^^^^ ? r^'^'^ "^^^ '^^ ReplikatlonsurspZg 5 S-dem 

55 S^TST^I'J^f f Kaotamase. Gleichzeitig wird am Ende des Replik^onsuUng efne 
Sn m» PhTn^rrlf . ' ^'^^^'-S^'^nlttstelle erzeugt. Das Reaktionsgemisch wurde durch ExtrS 

Tu d'llS un t^^^^^^ P^S^'P'««rt. Die erhaltene DNA 

m. de njt Xhol und EcoRl geschnrtten und nach Elektrophorese in einem Agarosegel ein Fragment mit 2,3 
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5 ng mft Sacll linearisiertes ^Plasmid pCDMS wurden mit den Oligonukleotiden EBI-1733 (5 - 
GGTCGACATTGATTATTGACTAQ-3.: bindet an CMV-Promotorregion (Pos. 1542) von pCDMS, entspricht 
Pos.1 in pAD-CMV, Sall-Stelle fOr Kionierung) und EBI-1734 (5'-GGAATTCCCTAGGAATACAGCGG-3 • 
bindet an Polyoma origin von 3 SV40 polyA-Region in pCDMB {Pos. 3590)) unter identischen Bedingungen 
' niti n S*^"*- beschrieben. durch PGR amplifizlett Die Oligonukleotide binden am Beginn der 

CiVIV-Pramoter/Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Sail Schnittstelle (EBI-1733) bzw. binden am Ends 
der SV40 poly-Adenylierungstelle und erzeugen eine EcoRI Sciinmstelle (EBI-1734). Das PCR-Produkt 
wurde mIt Sail und EcoRI geschnltten und ein DNA Fragment von 1 ,8 kb aus einem Agaroseget isoliert. 
Die belden PGR Produkte wurden mIt T4 DNA-Ugase llgiert. mit dem erhaltenen Ligationsprodukt E.coli 
I HB101 transformiert und nacfi Standardmethoden Plasmld-DNA ampliflziert und prapariert. Das Plasmid der 
gewQnschten Beschaffenheit (siehe Fig.3) wurde pCMV-M13 benannt 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321842} 
isoliert. Dazu wurde dieses Plasmid mit Hindlll und Pvull doppelt gescfinitten und die DNA-Enden durch 
nachfolgende Beiiandlung mit dem grofien Fragment der E.coli DNA Polymerase (Klenow Enzym) in 
Gegenwart der vier Desoxynukieotldtrlphosphate stumpf gemacht. Ein dabei erhaltenes 0,36 kb DNA 
Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearisiertem pCMV-M13 iigiert. Bn nach 
Transformation von E.coli HB101 ertialtenes Plasmid mit dem SV40 ori tn'gieiciier Orientierung wie das ^- 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pCMV-SV40 benannt Die Konstruktion dieses Plasmids ist 
in Fig.3 dargestellt * ■ 

b) Mutagenese des DHFR-Gens 

2ur Herstetlung eines Expressionspiasmids mit einer vielseitigen Multtklonierstelle wurden aus dem 
DHFR Minigen durchi gerichtete Mutagenese zwei und durch Deletion drel Restriktiorisenzymschnittstelien 
entfemt. Dazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 ein 1,7 kb Bglll Fragment, das die gesamte 
kodierende Region des Hamster DHFR-Gens enthalt. in die Bglll Stelle des Plasmids pUC219 (IB() kloniert 
und das Plasmid pUCDHFR erhalten. MIt pUCDHFR transformierte Ecoli JM109 (Stratagene) Zeilen wurden 
mit etwa 40-fachem UberschuB des Helferphagen R408 (Stratagene) infiziert und 16 Stunden bei 37* C in 
LB-Medium geschOttett. Aus dem BakterienOberstand wurde einzelstrangige Piasmid-DNA isoliert. 

Die gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Schritten. wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde. Die am Beginn von Exon 2 befindliche EcoRI Stelle 
wurde durch Austausch einer Base von GAATTC zu GAGTTC zerstort. Dieser Basenaustausch fUhrt zu • 
keiner Anderung der kodierten Aminosauresequenz und entspricht aufierdem der Nukleotidsequenz im 
natOriichen murinen DHFR-Gen (McQrogan et al.. 1985, Mitchell et a!., 1986). FOr die Mutagenese wurde 
. em Oligonukleotid (Antisense-Orientierung) der Sequenz s'-GTACTTGAACTCGTTCCTG-s' (EBI-1751) ver- 
wendet. Ein Plasmid mit der gewUnschten Mutation wurde, wie oben beschrieben. als Einzelstrang-DNA 
prapariert und die im ersten Intron befindliche PstI Stelle durch Mutagenese mit dem Oligonukleotid EBl- 
1857 (Antisense Orientierung, 5 -GGCAAGGGGAGCAGCCGG-3') von CTGCAG in CTGCTG entfernt Die 
Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und da erhaltene Plasmid pUCDHFR-Mut2 benannt 

Aus dem Plasmid pUCDHFR-Mut2 wurde das 1,7 kb Bglll Fragment isoliert und in mit Bglll und BamHI 
doppelt geschnittenes Plasmid pSV2gptDHFR20 ligiert. Nach Transformation von E.coli, Amplifikatlon und 
DNA-lsoilerung wurde ein Plasmid der gewunschten Beschaffenheit erhalten. das als pSV2gptDHFR-Mut2 
bezeichnet wurde. Durch Schneiden mit. BamHI wurde in der 3'-nicht-kodierenden Region des DHFR Gens 
em auf die Bglll Stelle folgendes 0,12 kb DNA-Fragment entfernt, das aujSerdem noch eine Kpnl Schnittstel- 
le enthalt Durch VerknOpfen der mit Bglll und BamHI entstandenen Oberhangenden DNA-Enden^ wurden 
auch die Erkennungssequenzen fUr diese beiden Enzyme zerstort. 

Das Plasmid pCMV-SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppelt geschnitten. die DNA-Enden nachfoi- 
gend mit Klenow-Enzym stumpf gemacht Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und 
Ethanolfaliung gereinigt, anschlie^end durch inkubation mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und 
die 4,4 kb lange Vektor DNA aus einem Agarosegel isoliert. 

Das Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (Rg.4) wurde mit EcoRI und PstI doppelt geschnitten und die DNA- 
Enden durch 20 MInuten Inkubation bei U\Q mit 5 Einheiten T4 DNA-Polymerase (50 mM Trie- HCI 
pH=8,0, 5 mM MgCIa, 5 mM DIthiothreit. 0,1 mM jedes der vier Desoxynukleotidtriphosphate. 50 ug/ml 
Rinderserumalbumin) stumpf gemacht Das 2,4 kb lange DNA-Fragment mit dem mutierten DHFR-Gen 
wurde aus einem Agarosegel isoliert und mit dem wie oben beschrieben prSparierten pCMV-SV40 ligiert. 
Em nach Transformation von Ecoll erhaltenes Plasmid, das das DHFR-Gen in der selben Orientierung wie 
den CMV-Promoter enthielt wurde pCMV-SV40DHFR benannt 
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Im letzten Schritt wurde das 0,4kb "Stuffef-Fragment nach dem CMV-Promoter. das noch aus d m 
Ausgangsplasmid pCDMB stammte, gegen eine MufHklonierstelle ausgetauscht Dazu wurde das Plasmid 
PCMV-SV40DHFR mit Hindlll und.Xbal doppelt geschnitten und der Vektoranteil aus ©inem Agarosegel 
isohert. Die Multiklonierstelle. gebildet aus den beiden Oligonukleotiden EBI-1823 (s'- 
5 AQCTTCTGCAGGTCGACATCQATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT-3') und EBM829 (s'- 
CTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGA-3'). enthalt inklustve der 
fur die Klonierung m Hindlll - Xbat kompatiblen Enden Restrlktionsschnlttsteilen fOr die Enzyme Pstl Sail 
ClalBamHr. Kpnl.Xliol, Not! und EcoRI, ' 
Je 1 ug der beiden Oligonukieotide wurden in 20 uI Reaktionspuffer (70 mM Tris-CI pH=76 10 mM 
10 MgC!2, 5 mM Dithiothreit. 0,1 mM ATP) mit 5 Einheiten T4 Polynukieotidkinase eine Stunde'bai 37' C 
inkubiert, urn die 5 -Enden zu phosphorylieren. Die Reaktion wurde durcti 10 mlnOtiges Erhitzen auf 70 'c 
gestoppt und die komplementaren Oligonukieotide miteinander hybridlsiert, Indem die Probe weitere 10 
Minuten bei 56 C inkubiert und anschlleiSend langsam auf Raumtemperatur abgekUhIt wurde. 4 ii\ der 
hybridisierten Oligonukieotide (100 ng) wurden mit etwa 100 ng Plasmldvektor llgiert und E.coli HB101 
transformiert, Ein Plasmid. das sich mit den Enzymen der Multiklonierstelle (ausgenommen NotI) iinearisie- 
ren lie/3, wurde pAD-CMV1 benannt. Von vielen getesteten Klonen konnte keiner identifizlert werden. dessen 
Plasmid sich mit NotI schneiden liefi. Die Sequenzierung zeigte.immer die Deletion von einlgen Basen 
innerhalb der Not! Erkennungssequenz. 

In gleicher Weise wurde . mit dem Oligonukleotidpaar EBI-1820 (5^- 
AGCTCTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3') und 
EBI-1821 (s'-CTAGCAAGCT 
TCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTOGAGCGGCCGCGAATTCTCTAG-3') das" Expressions- 
plasmrd pAD-CMV2 hergesteitt, das die Restriktionsschnittstelien innerhalb der Multiklonierstelle in umge- 
kehrter Reihenfolge enthalt Dabei wurde das Plasmid pAD-0MV2 erhalten. das sich mit samtlichen 
25 Restriktionsenzymen, einschiie/JIich NotI, iinearisieren lie/3. 

Die Nukleotidsequenz des 6414 bp gro/Jen Plasmids pAD-CMV1 (f=ig.5) ist zur Ganze in Ra6 
dargestetlt. ^* 

Sequenzen^^^"'^^ ^'^^"^'^ (angegeben in der Numerierung der Basen) entsprechen folgenden 

30 1-21 EBl-1733, Beginn CMV Enhancer - Promoter (aus CDM8) 
632-649 T7 Promoter - 
658-713 Multiklonierstelle (Hindlll bis Xbal aus EBI-1823; EBI-1829) 
714-1412 SV40 Intron und poly-Adenylierungsstelle (aus CDMS) 

1413-2310 5 nicht kodierende Region und Promoter des Hamster DHFR Gen (aus pSV2aDtDHFR20) 
35 2311-2396 Hamster DHFR: Exon 1 ^' / 

. 251 6 A zu J Mutation zerstort Pstl Stelle in DHFR Intron 1 
2701-3178 DHFR Exons 2-6 (kodierende Region) 
2707 A zu G Mutation zerstort EcoRl Stelle 

3272-3273 Deletion zwischen Bglll und BamHl in DHFR s'nicht kodierender Region 
40 3B31 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

3832-4169 SV40ori (aus pSV2gptDHFR20) ' 

4170-4648 M13 on {aus pBluescript SK+) 

4780-5640 lactamase (kodierende Region) . 

6395-6414 EBI-1 729, Ende der pBluescript Vektorsequenz 
45 Die Herstellung der Plasmide pAD-CMVI und pAD-CMV2 ist in Flg.5 dargestellt 

Beispiel9 

50 

Konstruktion des Plasmids pADTNF-BP fQr die Expression der loslichen Form von TNF-BP 

Urn auf direktem Weg die sekretierte Form von TNF-BP herzusteilen, wurde in der fur einen Teil des 
TNF-Rezeptors kodierenden cDNA (vgl.Beispiel 7; Im folgenden als TNF-R cDNA bezeichnet) nach dem 
Codon der C-terminalen AmInosMure des natOrlichen TNF-BP (AAT, Asn-172: entspricht Pos.201 In Fig 9) 
em Translationsstopcodon eingefOhrt. Dadurch wird die Proteinsynthese an dieser Stelle abgebrochen und 
ermogiicht. TNF-BP direkt in den Zelluberstand zu sekretieren, ohne ine nachfolgende. moglicherweise 
geschwmdigkeltsbestimmende Reaktion einer proteolytischen Abspaltung in C-terminaler Richtung gelege- 

26 
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ner Abschnitte des TNF-R zeptors durchlaufen zu mOssen. 

Glelchzeltig mit der ElnfUhrung des Stopcodons mittels PGR wurde die 5 -nicht kodierende Region der 
TIMF-R cDNA verlcOrzt, um das Translationsstartcodon eiiies weiteren offenen Leserahmens (Basen 72-203 
in Rg.9), der sich 5' von dem des TNF-R befindet, zu entfernen, und am s'-bzw. s'-Ende der cDNA eine 

5 BamHI bzw. EcoR! Schinittstelle eingefDhrt. 

100 ng mit XmnI iinearisiertes Plasmid pTNF-BP15 (vgl. Beispiel 7) wurden mit je 50 pmoi der 
Oligonukleotide EBI-1986 (Sense, s'-CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAAC-s') und EBI-1929 (Antisense, s'- 
GGGAATTCCTTATCAATTCTCAATCTGGGGTAGGCACAACTTC-3'; EinfOhrung zweier Stop-Codons und 
einer EcoRI Stelle) in einem 100 ii\ PCR-Ansatz Dber 10 Zyklen amplifiziert. Die Zyklusbedingungen waren 

70 40 Sekunden bei 94' C, 45 Sekunden bei 55' C und 5 Minuten bei 72* C. Nach dem letzten Zyklus wurde 
fOr weitere 7 Minuten bei 72' C inkubiert und die Reaktion durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gestoppt 
Die DNA wurde mit Ethanoi prazipitiert und ansciiliei3end mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten. Das 
entstandene 0,75 kb DNA Fragment wurde aus einem Agarosegei isoliert und in mit BamHI und EcoR! 
doppelt geschnittenes Plasmid pT7/T3a-19 (BRL) kloniert. Eines der erhaltenen Plasmide, von dem 

T5 aufgrund der Sequenzierung des gesamten Inserts festgestelit worden war, da5 es die gewOnschte Sequenz 
aufwies, wurde pTNF-BP benannt. 

pTNF-BP wurde mit BamHI und EcoRI geschnitten und das 0,75 kb DNA Insert in das mit BamHI und 
EcoRI geschnittene Expressionsplasmid pAD-CMV1 kloniert. Ein erhaltenes Plasmid der gewOnschten 
Zusammensetzung wurde pADTNF-BP benannt (Fig.7A). 

20 

Beispiel 10 

25 Konstruktion des Plasmldes pADBTNF-BP fOr die Expression der loslichen Form von TNF-BP 

•FOr eine weitere Variante eines Expressionsplasmides fQr die Produktlon* von sekretiertem TNF-BP 
wurde die 5'-nicht kodierende Region der TNF-R cDNA gegen die s'-nicht kodierende Region der humanen 
jS-GIobin mRNA ausgetauscht Der Grund dafUr war die Feststellung. dafi die Nukleotidsequenz unmittelbar 

30 vor dem Translationsstartcodon der TNF-R Sequenz deutlich von der fOr effiziente Expression eukaryoti- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak,1987) abweicht, wogegen die 5 -nicht kodierende 
Region der ^-Globin mRNA sehr gut mit dieser Konsensussequenz Obereinstimmt (Lawn et al., 1980^. 
Mittels des Ollgonukleotids , EBI-2452 (5 - 

CACAGTCGACTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGGCCTC- 

55 TCCACCGTGC-3'), das nach einer Sail Restriktionsschnittstelle die authentische s'-nicht kodierende Se- 
quenz, entsprechend der humanen j9-Globin mRNA-Sequenz, gefolgt von 20 Basen der kodierenden Region 
von TNF-BP enthielt. wurde in einer-PCR die TNF-R Sequenz modifiziert. 100 ng mit EcoRI Iinearisiertes 
Plasmid pTNF-BP wurden In 100 Ul Reaktionsansatz mit ]e 50 pmol der Oligonukleotide EBl-2452 und EBI- 
1922 (Antisense,. 5'-GAGGCTGCAATTGAAGC-3';bindet an die huTNF-R Sequenz bei Pos. 656) in 20 PCR- 

40 Zyklen (40 sec bei 94' C, 45 sec bei 55'C. .90 sec bei 72" C) amplifiziert. Nach Reinigung des PCR- 
Produktes durch Extraktion mit Phenol-Chlorofomn und Ethanolfallung wurde die DNA mit Sail und Bglll 
doppelt geschnitten und das entstandene 0,51 kb DNA Fragment aus einem Agarosegei isoliert. Der 
entsprechende Teil der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-BP durch Schneiden mit Sail und 
Bglll entfemt, der 3.1 kb iange Plasmidteil aus einem Agarosegei isoliert und mit dem 0,51 kb langen PGR- 

45 Produkt iigiert. Nach Transformation von E.coli wurden sieben der erhaltenen Plasmide sequenziert. Eines 
dieser Plasmide enthielt genau die gewUnschte Sequenz. Dieses Plasmid wurde pBTNF-BP benannt. 

Das gesamte Sail - EcoRI Insert von pBTNF-BP wurde in das ebenso geschnittene Expressionsplasmid 
pAD-CMVI kloniert und das erhaltene Plasmid pADBTNF-BP benannt (Rg.7B). 

60 

Beispiel 11 



Isolierung von Ratten TNF-R cDNA Klonen 

55 

ZunSchst wurde eine Rattenhim-cDNA analog der HS913T cDNA Bibllothek (vgl. Beispiel 4) aus der 
Ratten Gila Tumor Zellinle C6 (ATCC Nr. CCL107) In K-gtll hergestellt. 

600.000 Phagen der Rattenhirn cDNA Bibliothek In X-gtll wurden, wie in Beispi 16 beschrieben. durch 
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Hybridisierung gescreent. Als Sonde wurde das gereinigte EcoRI Insert von pTNF-BP30 (vgl.Belspiel 6) 
verwendet. Etwa 100 ng DNA wurden mit 1 ug Random Hexamer Primer anstatt der spezifischen 
Oligonukleotide, wie in Beispiel 6 beschrieben, mIt [a-^^pj^CTP radioaktiv markiert. Eingebaut wurden 
25x10^ cpm. Die Hybridisierung der Rlter erfolgte unter gleichen Bedingungen wie in Beispiel B. Die RIter 
wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSC/0,1% SDS und dreimal 30 Minuten bei 65" C in 
2xSSC/0,1%SDS und zweimat 30 Minuten bei 65*C in 0,5xSSC/0,5%SDS gewaschen. Die luftgetrockneten 
Rlter wurden anschliefiend an Kodak XAR Rontgenfilm 16 Stunden unter Verwendung einer VerstMrkerfoiie 
bei -70* C exponiert. insgesamt wurden 10 hybridisierende Plaques identifiziert und durcii Piaquereinlgung 
vereinzeft. Nach drelmaliger Piaquereinlgung wurden schlieBlich drei X-KIone (X-raTNF-R #3, 4, 8) vereinzelt 
und die Phagen DNA, wie beschrieben, dargestellt. 

Die Lange der cDNA Inserts wurde nacli Schneiden der X-DNA mit EcoRI und Auftrennung In einem 
Agarosegel mit 2.2 kb fUr die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2,1 kb fOr Kion raTNF-R4 bestimmt. Die 
EcoRI Inserts der Klone XraTNF-R3 und 8 wurden in ebenso geschnittenen M13mp19 klonrert und die DNA 
Sequenz mit universellen Sequenzierprimern und spezifisch syntlietlsierten Oligonukleotidprimern bestimmt 

Die vollstandige Nukleotidsequenz von raTNF-R8 ist in Fig.8 dargestellt. Die ersten und ietzten sieben 
Basen entsprechen den EcoRI-Linkern, die bei der Herstellung der cDNA-Bibliotiiek angefiigt worden waren. 



Beispiel 12 



Isolierung eines Klons, enthaltend die vollstandige fur den humanen TNF-Rezeptor kodierende cDNA 

- Die vollstandige cDNA des Ratten TNF-R erieichterte die Suche nacli dem noch fehlenden s'-Tell der 
humanen TNF-R cDNA. 

Als Sonde fur die Hybridisierung wurde das 0,4 kb lange PCR-Produkt der Primer EBI-2316 (s'- 
ATTCGTGCGGCGCCTAG-3'; bindet an TNF-R mit 2.Base von EcoRI, an der TNF-R cDNA abbricht) und 
EBl-2467 (5'-Gtci3GTAGCACCAAGQA-3'; bindet ca. 400 Basen vor poly-A an cDNA-Klon, entsprlcht Pos. 
1T75 in raTNF-R) mit XraTNF-RB als Voriage eingesetzt. Dieses DNA Fragment entspricht der Region der 
Ratten TNF-R cDNA, von der angenommen wurde, dali sie der, welche der internen EcoRI Stelle im 
humanen TNF-R folgt, entspricht. 

2,5x10^ cpm der raTNF-R Sonde wurden eingesetzt. urn 600.000 Plaques der HS913T cDNA-Bibllothek 
zu hybridisieren. Die Hybridisierbedingungen entsprachen den in Beispiel 6 angegebenen. Die Filter wurden 
zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSC/0,1 %SDS und zweimal 30 Minuten bei 65* C in 
2xSSC/0,1%SDS gewaschen, an der Lu'ft getrocknet und an Kodak XAR RSntgenfilm unter Verwendung 
einer Verstarkerfolie 3 Tage bei -70 'C exponiert Sechs positive Plaques wurden Identifiziert, in zwei 
welteren Runden Plaques gereinigt und X-DNA dargestellt (X-TNF-R #2, 5, 6, 8, 11. 12). Nach Schneiden 
der X-DNA mit EcoRI wiesen alls Klone eine DNA Bande mit etwa 0,8 kb Lange auf. XTNF-R2 und 11 
enthielten zusatzlich ein EcoRI Fragment mit 1 ,3 kb. Die beiden EcoRI Inserts aus XTNF-R2 wurden In die 
EcoRI Stelle von Plasmid pUC218 (IBl) subkloniert und anschlieiJend sequenziert. Die Sequenz des 1,3 kb 
EcoRI Fragments entsprach der von cDNA Klon pTNF-BP15, das 0,8 kb EcoRI Fragment entspricht dem s'- 
Abschnitt der TNF-R mRNA und enthalt vor der EcoRI-Llnker Sequenz einen poly-A Schwanz mit 16 A 
Resten. XTNF-R2 enthalt demnach die vollstandige kodierende Region des humanen TNF-R, dargestellt in 
Fig.9. 



Beispiel 13 



Konstruktion der Plasmide pADTNF-R und pADBTNF-R fur die Expression des gesamten humanen TNF- 
Rezeptors 

Zunachst wurde, Shnlich wie im Beispiel 9 fur pTNF-BP bzw. pADTNF-BP beschrieben, ein Plasmid 
konstruiert, in dem die s'-nicht kodierende Region von pTNF-BP15 verkGrzt, im Unterschied zu den im 
Beispiel 9 beschriebenen Plasmiden Jedoch das 3'-Ende von pTNF-BP15 beibehalten wurde. Dazu wurde 
unter identischen Bedingungen wie in Beispiel 9 mit dem Oligonukleotid £81-1986 und dem M13 -40 
Universalprimer (s'-GTTTTCCCAQTCACGAC-s') pTNF-BP15 mit PGR amplifiziert Das PGR Produkt wurde 
mit BamHl und EcoRI doppelt geschnitten und in das Plasmid pT7/T3a-19 kloniert Ernes der erhattenen 



28 



EP 0 393 438 A2 



Plasmide wurde pTNF-BP15B benannt 

pTNF-BP16B wurde mit BamHI und EcoRl geschnitten und das 1,26 kb DNA Insert in mit BamHI und 
EcoRl g schnittenes Expressionspiasmid pAE)-CMV1 kloniert. Ein erhaltenes Plasmid der gewUnschten 
Zusammensetzung wurde pADTNF-BP15 benannt 

5 . Dieses Plasmid wurde mit EcoR! iinearislert und in die Schnittstelie das 0,8 kb EcoRl Fragment, Isoliert 
aus XTNF-I^, kloniert. Nach Transformation von E.coli wurden einige wahllos isolierte Plasmide durch 
Schneiden mit verschiedenen Restriktionsenzymen auf die kon*ekte Orlentlerung des eingesetzten EcoRl 
Fragments QberprUft. Ein Plasmid, bezeichnet ais pADTNF-R {Rg.7C). wurde nocli genauer auf kon-ekte 
Orlentlerung untersucht. indem das Insert ausgehend vom s'-Ende der Insertierten cDNA mit dem 

10 Oligonukleotid EBI-2112 {s'-GTCCAATTATGTCACACC-s'), das nach der Multikionierstelle an das Plasmid 
pAD-CMV1 und seine Derivate bindet, sequenzlert wurde. 

Ein weiteres Expressionspiasmid, in dem die 5 -nictit kodierende Region des TNF-R gegen die von y3- 
Globin ausgetauscht 1st, wurde konstruiert. Plasmid pADBTNF-BP wurde mit Bglli voilstandig geschnitten. 
urn das 1 .1 kb Bglll Fragment zu entfernen, die DNA-Enden wurden nachfolgend mit alkalischer Phospiiata- 

75 se aus Kaiberdami dephosphoryiiert und der Piasmidvektor (5,9 kb) mit der ^-Giobin s'-niclit kodlerenden 
Region des j3-Qloblngens und dem s'-Teil der TNF-R kodierenden Region aus einem Agarosegel isoliert. 
Plasmid pADTNF-R wurde mit Bglll geschnitten und das 2,5 kb DNA Fragment, enthaltend den 3 -Absciinitt 
der TNF-R cDNA bis zur Promoterregion des naclifolgenden DHFR-Gens, aus einem Agarosegei isoliert 
und in den zuvor praparierten Piasmidvektor kloniert. Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Plasmid 

20 mit dem in korrekter Orientierung insertierten Bglll-Fragment wurde pADBTNF-R benannt {Fig.7D). 



Beispiel 14 

25 

Expression von loslichem TNF-BP in eukaryotischen Zellinien 



a)ELISA-Test 

30 

In diesem Beispiel wurde der Nachweis von TNF-BP mittels ELISA-Test wie folgt durchgefUhrfc 
96-Napf Mikrotiterpiatten wurden pro Napf mit 50 ul 1:3000 verdUnntem polyklonalem Kaninchen-Seaim 
(polyklonale KanlnchenantikCrper, hergestellt durch Prazipltation von Antiserum mit Ammoniumsulfat, End- 
konzentration 50 % Sattigung) gegen natOrliches TNF-BP 18 Stunden bei 4 * C beschichtet, einmal mrt 

35 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und freie BIndungsstellen mit 150-200 ul 0,5% Rinderserumalbumin, 
0,05% Twe8n-20 In PBS (PBS/BSS/Tween) eine Stunde bei Raumtemperatur. blockiert. Die Napfe wurden 
einmat mit 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und. 50 a! ZellOberstand oder bekannte Mengen von 
natUrlichem TNF-BP (vgl. Tab.3 und 4) und 50 Ul einer 1:10.000-fachen Verdiinnung eines polyklonaien 
Mauseserums gegen TNF-BP aufgetragen und zwel Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschJieflend 

40 wurden die Napfe dreimal mit 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Kaninchen anti-Maus Ig- 
Peroxidase Konjugat (Dako PI 61; 1:5000 in PBS/BSAn*ween), zugegeben und weitere zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die NMpfe wurden dreimal mit Tween/PBS gewaschen und die Farbereaktion mit 
Orthophenylendlamin {3 mg/ml) und Na-Perborat (1 mg/ml) In 0,067M Kalium-Citrat pH 5,0, 100 ul/Napf, 20 
Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtschutz durchgefOhrt. Nach Zugabe von 100 ul 4N H2SO4 wurde die 

45 Farblntensitat bei einer Welieniange von 492 nm in einer Mikrofllmplatten-Photometer photometrlsch 
gemessen. 



b) Transiente Expression von loslichem TNF-BP in eukaryotischen Zellinien 

60 

Etwa 10^ Zelien (COS-7) pro 80 mm Petrischaie wurden 24 Stunden vor der Transfektion in RPMI-1640 
Medium mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem KSIberserum angesetzt und bei 37°C in 5% CO2 Atmosphare 
inkubiert. Die Zelien wurden mit einem Qummischaber von der Petrischaie gelost und 5 Minuten bei 1200 
UpM bei Raumtemperatur abzentrlfuglert (Heraeus Minifuge, Ausschwing-Rotor 3360), einmal mit 5 ml 
55 serumfreiem Medium gewaschen, 5 Minuten bei 1200 UpM zentrifugiert und in 1 ml Medium, versetzt mit 
250 ug/ml DEAE-Dextran und 10 ug Plasmid DNA (vgl. Tab.3, gerelnlgt durch zweimallge CsCI Dichtegra- 
dientenzentrifugation) suspendlert. Die Zell n wurden 40 Minuten bei 37* C inkubiert, einmal mit 5 ml 
Medium mit 10% Kalberserum gewaschen und in 5 ml Medium mit 100 ug/ml Chloroquin suspendlert. Die 
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Zelien wurden ine Stunde bei 37 'C inkubiert, einmal mit Medium gewaschen und mit 10 ml frischem 
Medium bei 37* C ini<ubiert Nacii 72 Stunden wurde der Z IIQberstand geemtet und zum Nactiweis des 
s kretierten TNF-BP verwendet 

Tabelie 3: 



Zeliinie 


COS-7 


ohne Plasmtd 

pADTNF-BP 

pADBTNF-BP 


< 5 ng/ml 
7,5 ng/ml 
146 ng/ml 



c) Herstellung permanent TNF-BP produzierender Zeliinien 

Die Diliydrofolatreduktase{DHFR)-dBfiziBnte Hamster Ovarial Zeliinie CHO DUKX B!l (Uriaub und Cha- 
sin, 19B0) wurde mit Plasmid pADBTNF-BP mittels Kalzium-Phosphat Prazipitation transflziert (Current 
protocols in molecular biology, 1987). Vier dicht bewachsene Zellkuitur-Flasciichen (25 cm^, 5 ml Kulturme- 
dium pro Flaschchen) wurden mit je 5 tig DNA transflziert; nacii vierstUndiger Inkubation bei 37" C wurde 
das Medium entfernt und durch je 5 ml Selektionsmedium (MEM alpiia Medium mit 10 % dialysiertem 
fotalem Rinderserum) ersetzt. Nach Inkubation Ober Nacht wurden die Zellen mittels Trypsin-Losung 
abgelost; die Zellen aus jedem Flaschchen wurden in zwei 96-Napf Gewebekulturplatten aufgeteilt (100 
Ui/Napf in Selektionsmedium). In etwa wochentiichen Abstanden wurde frisches Medium zugegeben. Nach 
etwa vier Wochen konnten in 79 Napfen Zellklone beobachtet werden. Die QberstSnde wurden im ELISA 
auf TNF-BP Aktivitat getestet. 37 Oberstande zeigten AktivitSt im ELISA. Die Ergebnisse des ELISA-Tests 
einiger posiver Klone 1st in Tab.4 dargestellt. 

Tabelie 4: 



Probe 


Absorption bei 492 




nm 


TNF-BP Standard 


1 ng/ml 


0.390 




10 ng/ml 


1,233 




100 ng/ml 


1,875 




Kulturmedium 


0.085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


A1G3 


0,468 




A2F5 


0.931 




A3A12 


0,924 




A4B8 


0,356 




A5A12 


0,808 




A5B10 


0,915 




A5C1 


0,966 





Beispiel 15: 
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RNA Analyse (Northern Blot) des humanen TNF-Rezeptors 

Je 1 ug poly-A* RNA (isoliert aus HS913T (Rbrosarkom), Plazenta und Milz wurden In einem 1,5%lgen 
vertikalen Agarosegel (lOmM Na-Phosphatpuffer pH = 7,0, 6,7 % Formaldehyd) elektrophoretisch aufge- 

5 trennt. Als Gro/Jenmarker wurde eine durch EinfOlireaktion mit (cr-32p)cJCTP und Klenow-Enzym radtoaktiv 
markierte Kilobasenleiter (Bethesda Research Laboratories) verwendet. Das Formaidehyd wurde durch 
Wassern aus dem Gel entfemt und die RNA in 20x SSC auf eine Nylon-Membran (Genescreen plus, MEN- 
DuPont) transferiert. Die RNA wurde durch UV-Bestrahlung (100 Sekunden) auf der Membran kovalent 
gebunden. Die Membran wurde 2 Stunden bei 65 'C in Church-Puffer (Church and Gilbert. 1984), (0,5 M 

10 Na-Phosphat pH=7,2, 7 % SDS, 1 mM EDTA) prahybridisiert und 19 Stunden bei 65 "C In frischem 
Church-Puffer mIt 3x10^ cpm P-32 markierter DNA Sonde (EcoRI Insert von pTNF-BP30) hybridisiert. Das 
RIter wurde dreimal 10 Minuten be! Raumtemperatur iri Waschpuffer (40 mM Na-Phosphat pH = 7,2, 1 % 
SDS) und anschlie^end viermal 30 Minuten bei 65 'C in Waschpuffer gewaschen und 18 Stunden auf 
Kodak XAR Rontgenfilm unter Verwendung einer VerstSrkerfolie be! -70 ' C exponiert. 

75 Das Autoradiogramm (Fig.10) zeigt eine singul§re RNA Bande einer LSnge von 2,3 kb fUr den humanen 
TNF-Rezeptor in den analysierten Geweben bzw. der Zellinie HS913T. 



Beispiel 16: 

20 

Expression des TNF-Rezeptors 

Fur die transiente Expression wurden 5 - 10x10^ COS-7 Zelten 40 Minuten lang mit 10 ug pADTNF-R- 
26 Plasmid-DNA in einer Losung enthaltend 250 ug/ml DEAE Dextran und 50 ug/ml Chloroquin inkubiert. Als 
Kontrolle wurde pADCMV-1-DNA verwendet. Nach der Transfektion wurden die Zellen gewaschen und 
anschiieflend 48 h lang gezQchtet. Die Expression des TNF-Rezeptors wurde durch Bindung von ^^si-XNF 
nachgewiesen. Fur die Bindungstests wurden die Zellen gewaschen, 1 h lang bei 4* C mit 10 ng ^^l-TNF 
(spezifische Radioaktivitat 38.000 cpm/ng) mft Oder ohne 200fachen OberschuiJ an unmarkiertem TNF 
30 inkubiert, gewaschen, und die an die Zeiien gebundene Radioaktivitat in elnem Gamma-Zahler gemessen. 
Die spezifische Bindung betrug bei der Kontroiiprobe 2062 cpm, bei den mit TNF-Rezeptor DNA transfor- 
mierten Proben 6150 cpm (die Werte slnd ausgedrOckt als mittiere gebundene cpm; die Stand ardabwei- 
chung, bestimmt aus Parallelversuchen, ist berOcksichtigt. Unspezifischer Untergrund In Anwesenheit von 
unmarkiertem TNF wurde von den Werten abgezogen). 
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AnsprUche 

30 

1. DNA, kodierend fUr einen TNF-Rezeptor oder fur Fragmente davon. dadurch gekennzeichnet, da/J sie 
die Formel 

ATG GGC CTC TCC ACQ GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 

35 GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TC6 ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AQC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG QGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CQG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 

40 TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT QCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 

45 TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 

50 TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACG CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 

55 GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abschnitte davon aufweist, einschlieiSlich ihrer degenerierten Varianten. 

2, DNA nach Anspruch 1, kodierend fOr sekretierbares TNF-bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net, dafi sie die Fomnel 
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GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


oo n. 

GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 


CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 


AAA 


GGA 


ACC 


TAC 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 


6GG 


CAG 


GAT 


ACG 


GAC 


TGC 


AGG 


GAG 


TGT 


GAG 


AGC 


GGC 


TCC 


TTC 


ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 


CAC 


CTC 


AGA 


CAC 


TGC 


CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


GTG 


GAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 


GTG 


TGT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 


TGG 


AGT 


GAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


CTC 


TGC 


CTC 


AAT 


GGG 


ACC 


GTG 


CAC 


CTC 


TCC 


TGC 


CAG 


GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 


TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC- 


TGT 


AGT 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CT6 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


CTA 


CCC 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 















aufweist, wobei gegebenenfails fehlt oder eine fOr ein in vivo abspaitbares (Po!y)peptld kodierende DNA 
darstellt. einschiieiSIich ihrer degenerlerten Varianten. ' 

3. DNA nach Anspruch 2, kodierend fur sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net, daJ3 sie die in Anspruch 2 definierte Formei aufweist wobei eine zur QSinze Oder tetlweise fUr eine 
Signalsequenz kodierende DNA darstellt. 

4. DNA nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet. dafi dajS R2 die Forme! CTG 6TC CCT CAC CTA 
QGG GAC AGQ GAG AAG AGA aufweist. 

5. DNA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daiS R2 fOr R3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 
AGG GAG AAG AGA steht, wobei R^ eine fDr ein Signalpeptid kodierende DNA darstellt. 

6. DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da/J R^ fUr 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 

GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 

Steht. 

7. Nukieinsauren, dadurch gekennzeichnet, dafi sie mit der im Anspruch 1 definierten DNA oder 
Abschnitten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybridisieren und fUr ein Polypeptid mit der 
Fahigkeit, TNF zu binden, kodieren oder die fOr ein soiches Polypeptid kodierende Sequenz enthalten. 

8. Rekombinantes DNA-MoIekOl, dadurch gekennzeichnet, da/J es die in Anspruch 1 definierte DNA- 
Sequenz oder eine degenerierte Variante oder mindestens ein Fragment davon enthalt 

9. Rekombinantes DNA-Molekbl nach Anspruch 8, replizierbar in prokaiyotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen, dadurch gekennzeichnet, dafl es, funktioneli verbunden mit der in Anspruch 2 definierten 
DNA-Sequenz oder efner degenerlerten Variante oder mindestens einem Fragment davon, Expressipnskon- 
trollsequenzen enthalt. 

10. Rekombinantes DNA-MolekOI nach Anspnjch 9, replizierbar in Saugetierzellen. 

1 1 . Rekombinantes DNA-MolekCI nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daj3 es eine In einem der 
AnsprOche 2 bis 8 definierte DNA enthSit. 

12. Rekombinantes DNA-MolekQl nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dai3 es die in Anspruch 6 
definierte DNA enthalt 

13. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pADTNF-BP. 

14. Rekombinantes DNA-Moiekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pADBTNF-BP. 

15. Rekombinantes DNA-MolekOl, replizierbar in prokaryottschen oder eukaryotischen Wirtsorganismen, 
dadurch gekennzeichnet, daJS es eine In Anspruch 1 definierte, gegebenenfails modiflzierte, DNA oder 
mindestens ein Fragment davon enthalt. 

16. Rekombinantes DNA-MolekOI nach Anspruch 15, replizierbar in SSugetierzelien. 

17. Rekombinantes DNA-Molekul nach Anspruch IB mit der Bezeichnung pADTNF-R. 

18. Rekombinantes DNA-MolekOl nach Anspruch 16 mit der Bezeichnung pADBTNF-R. 

19. Wirtsorganismus, transformi rt mit mindestens einem der in den AnsprOch n 11 bis 14 definierten 
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rekomblnanten DNA-MolekDIe. 

20. Wirtsorganismus, transformiert mit einem In den AnsprUchen 15 bis 18 definierten rekombinanten 
DNA-MolekGI. 

21. Rekombinantes Polypeptid, dadurch gekennzelchnet. da/3 es von einer in Anspruch 1 definierten 
5 DNA kodiert wird. 

22. Polypeptid nacli Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daC es der TNF-Rezeptor der Formal 

met gly leu ser thr val pro asp leu leu leu pro leu val leu leu glu leu leu val gly lie tyr pro ser gly val ile gly 
leu val pro his leu gly asp arg glu lys arg asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser lie 
cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr asn asp cys pro gly pro giy gin asp thr asp cys arg glu cys glu 

10 ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu 
ile ser ser cys thr val asp arg asp thr vaf cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe 
gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn giy thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his 
ala gly phe phe leu arg glu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu 
pro gin lie glu asn val lys gly thr glu asp ser. gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe giy ieu cys leu leu 

75 ser ieu leu phe ile gly leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile val cys gly lys ser thr pro glu 
lys glu gly glu leu giu gly thr thr thr lys pro Ieu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro thr 
ieu gly phe ser pro val pro ser ser thr phe thr ser ser ser tlir tyr thr pro gly asp cys pro asn phe ala ala pro , 
arg arg glu val ala pro pro tyr gin gly ata asp pro ile leu ala thr ala leu ala ser asp pro ile pro asn pro leu gin 
lys trp giu asp ser ala his iys pro gin ser ieu asp thr asp asp pro ala thr leu tyr ala val val glu asn val pro 

20 pro leu arg trp iys glu phe val arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg leu glu leu gin asn gly arg cys 
leu arg glu ala gin tyr ser met leu ala thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu ata thr leu glu leu leu gly arg val 
leu arg asp met asp leu leu gly cys leu glu asp ile glu glu ala leu cys gly pro ala ala leu pro pro ata pro ser 
leu leu arg 

Oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist. 
25 23. Polypeptid. nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet. da/3 es TNF bindendes Protein der Formel 

asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser ile cys cys thr lys- cys his lys gly thr tyr leu tyr 

asn asp cys pro gly pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys glu ser gly ser phe thr ala ser giu asn his leu . 

arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu ile ser ser cys thr val asp arg asp thr val 

cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn Ieu phe gin cys phe asn cys ser ieu cys leu asn 
30 gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his ala gly phe phe leu arg glu asn glu cys 

val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr Iys ieu cys leu pro gin ile glu asn 

Oder ein funktlonelies Fragment oder Derivat mit der FShigkeit, TNF zu binden, ist 

24. Verfahren zur Hersteilung eines Polypeptids nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, da/3 ein in 

Anspruch .19 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das exprimierte Protein isoliert wird. 
36 25. Verfahren zur Hersteilung von rekombinantem' TNF-Rezeptor oder Fragmenten oder Modtfikationen 

davon, dadurch gekennzeichnet. dafi ein in Anspatch 20 definierter Wirtsorganismus gezOchtet und das 

exprimierte Protein isoliert wird. 

26. Verwendung eines in den Anspruchen 21 und 22 definierten Polypeptids zum Untersuchen von 
Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-^ 

40 und/oder auf Ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-^. ■ 

27. Venftfendung eines in Anspruch 20 definierten Wirtsorganismus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder Ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNF-«/und/oder TNF-^. 

28. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 zur prophyiaktischen oder therapeutischen 
45 Behandlung des menschlichen Korpers bei Indlkationen. bel denen eine schadigende Wirkung von TNF-a 

und/oder TNF-j8 auftritL 

29. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 als Diagnostikum zur Bestimmung von TNF-a 
und/oder TNF-jff. 

30. Pharmazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, dafl sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
50 nente ein in Anspruch 23 definlertes Polypeptid in einer Menge enthalt, die die btologische Wirkung von 

TNF-a und/oder TNF-;3 wirksam inhibiert. 



55 



34 
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Fig. 1/1 

GAATTCTCTGGACTGAGGCTCCAGTTCTGGCCTTTGGGG 
TTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 
ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 

*** 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 SIO S15 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 
ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 
216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly lie Tyr Pro Ser Gly Val lie Gly Leu 
CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 
261 270 279 288 297 

5 10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 
GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 
306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 

CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
351 360 369 378 387 

35 40 45 

Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 
396 405 414 423 432 

50 55 60 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC 
441 450 459 468 477 

65 70 75 

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys 

GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC 

486 495 504 513 522 

80 85 90 

Arg Lys Glu Met Gly Gin Val Glu lie Ser Ser Cys Thr Val Asp 

CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 

531 540 549 558 567 

95 100 105 

Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr 

CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT 
. 576 585 594 603 612 

110 115 120 

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu 

TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC 

621 630 639 648 657 
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125 130 135 

Asn^Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 

AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 
666 675 684 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val 
TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA A6A GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr .Lys Leu Cys 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 

CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 
801 810 819 . 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 
ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 
846 855 ' 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe lie Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 

TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser lie Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 
GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
981 990 999 1008 1017 

245 250 * 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 
CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 
1026 1035 1044 1053 1052 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 
AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 

1116 1125 1134 1143 1152 
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290 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro 

CCA^CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC 
1161 1170 1179 

305 

Ser Asp Pro lie Pro Asn Pro Leu 
TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT 
1206 1215 1224 

320 

His Lys Pro Gin Ser Leu Asp Thr 
CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT 
1251 . 1260 1269 

335 

Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG 
1296 1305 1314 



295 300 
lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 
ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
1188 1197 

310 315 
Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 
CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
1233 1242 

325 330 
Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 
GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAG 
1278 . 1287 

340 

Leu Arg Trp 

TTG CGC TGG AA GGAATTC 
1323 1332 
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Fig. 6/1 
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TCGACATTGA 


TTATTGACTA 


GTTATTAATA 


GTAATCAATT 


ACGGGGTCAT 


TAGTTCATAG ' 


60 


CCCATATATG 


GAGTTCCGCG 


TTACATAACT. 


TACGGTAAAT 


GGCCCGCCTG 


GCTGACCGCC 


120 


CAACGACCCC 


CGCCCATTGA 


CGTCAATAAT 


GACGTATGTT 


CCCATAGTAA 


CGCCAATAGG 


180 


GACTTTCCAT 


TGACGTCAAT 


GGGTGGAGTA 


TTTACGGTAA 


ACTGCCCACT 


TGGCAGTACA 


240 


TCAAGTGTAT 


CATATGCCAA 


GTACGCCCCC 


TATTGAC6TC 


AATGACGGTA 


AATGGCCCGC 


300 


CTGGCATTAT 


GCCCAGTACA 


TGACCTTATG 


GGACTTTCCT 


ACTTGGCAGT 


ACATCTACGT 


360 


ATTAGTCATC 


GCTATTACCA 


TGGTGATGCG 


GTTTTGGCAG 


TACATCAATG 


GGCGTGGATA 


420 


GCGGTTTGAC 


TCACGGGGAT 


TTCCAAGTCT 


CCACCCCATT 


GACGTCAATG 


GGAGTTTGTT 


480 


TTGGCACCAA 


AATCAACGGG 


ACTTTCCAAA 


ATGTCGTAAC 


AACTCCGCCC 


CATTGACGCA 


540 


AATGGGCGGT 


AGGCGTGTAC 


GGTGGGAGGT 


CTATATAAGC 


AGAGCTCTCT 


GGCTAACTAG 


600 


AGAACCCACT 


GCTTAACTGG 


CTTATGGAAA 


TTAATACGAC 


TCACTATAGG 


GAGACCCAAG 


€60 


CTTCTGGAGG 


TCGACATCGA 


TGGATCCGGT 


ACCTCGAGCG 


CGAATTCTCT 


AGAGGATCTT 


720 


TGTGAAGGAA 


CCTTACTTCT 


GTGGTGTGAC 


ATAATTGGAC 


AAACTACCTA 


CAGAGATTTA 


780 


AAGCTCTAAG 


GTAAATATAA 


AATTTTTAAG 


TGTATAATGT 


GTTAAACTAC 


TGATTCTAAT 


840 


TGTTTGTGTA 


TTTTAGATTC 


CAACCTATGG 


AACTGATGAA 


TGGGAGCAGT 


GGTGGAATGC . 


900 


CTTTAATGAG 


GAAAACCTGT 


TTTGCTCAGA 


AGAAATGCCA 


TCTAGTGATG 


ATGAGGCTAC 


960 


TGCTGACTCT 


CAACATTCTA 


CTCCTCCAAA 


AAAGAAGAGA 


AAGGTAGAAG 


ACCCCAAGGA 


1020 


CTTTCCTTCA 


GAATTGCTAA 


GTTTTTTGAG 


TCATGCTGTG 


TTTAGTAATA 


GAACTCTTGC 


1080 


TTGCTTTGCT 


ATrTACACCA 


CAAAGGAAAA 


AGCTGCACTG 


CTATACAAGA 


AAATTATGGA 


1140 


AAAATATTTG 


ATGTATAGTG 


CCTTGACTAG 


AGATCATAAT 


CAGCCATACC 


ACATTTGTAG 


1200 


AGGTTTTACT 


TGCTTTAAAA 


AACCTCCCAC 


ACCTCCCCCT 


GAACCTGAAA 


CATAAAATGA 


1260 


ATGCAATTGT 


TGTTGTTAAC 


TTGTTTATTG 


CAGCTTATAA 


TGGTTACAAA 


TAAAGCAATA 


1320 


GCATCACAAA 


TTTCACAAAT 


AAAGCATTTT 


TTTCACTGCA 


TTCTAGTTGT 


GGTTTGTCCA 


1380 


AACTCATCAA 


TGTATCTTAT 


CATGTCTGGA 


TCAATTCTGA 


GAAACTAGCC 


TTAAAGACAG 


1440 


ACAGCTTTGT 


TCTAGTCAGC 


CAGGCAAGCA 


TATGTAAATA 


AAGTTCCTCA 


GGGAACTGAG 


1500 


GTTAAAAGA7 


GTATCCTGGA 


CCTGCCAGAC 


CTGGCCATTC 


ACGTAAACAG 


AAGATTCCGC 


1560 


CTCAAGTTCC 


GGTTAACAAC 


AGGAGGCAAC 


GAGATCTCAA 


ATCTATTACT 


TCTAATCGGG 


1620 


TAATTAAAAC 


CTTTCAACTA AAACACGGAC 


CCACGGATGT 


CACCCACTTT 


TCCTTCCCCG 


1680 


GCTCCGCCCT 


TCTCAGTACT 


CCCCACCATT 


AGGCTCGCTA 


CTCCACCTCC 


ACTTCCGGGC 


1740 
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CATGCAGGAA 
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ACACGTTCTT 
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AATATAAACT 


TCTCCCAGAG 


TACCCAGGGG 


TCCTTTCTGA 


3120 


AGTCCAGGAG 


GAAAAAGGCA 


TCAAGTATAA 


ATTTGAAGTC 


TATGAGAAGA 


AAGGCTAACA 


.?loU 


GAAAGATACT 


TGCTGATTGA 


CTTCAAGTTC 


TACTGCTTTC 


CTCCTAAAAT 


TATGCATTTT 


3240 


TACAAGACCA 


TGGGACTTGT 


GTTGGCTTTA 


GATCCTGTGC 


ATCCTGGGCA 


ACTGTTGTAC 


3300 


TCTAAGCCAC 


TCCCCAAAGT 


CATGCCCCAG 


CCCCTGTATA 


ATTCTAAACA 


ATTAGAATTA 


3360 


TTTTCATTTT 


CATTAGTCTA 


ACCAGGTTAT 


ATTAAATATA 


CTTTAAGAAA 


CACCATTTGC 


3420 


CATAAAGTTC 


TCAATGCCCC 


TCCCATGCAG 


CCTCAAGTGG 


CTCCCCAGCA 


GATGCATAGG 


3480 


GTAGTGTGTG 


TACAAGAGAC 


CCCAAAGACA 


TAGAGCCCCT 


GAGAGCATGA 


GCTGATATGG 


3540 
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Fig. 5/3 

GGGCTCATAG AGATAGGAGC TAGATGAATA AGTACAAAGG GCAGAAATGG GTTTTAACCA 3600 

GCAGAGCTAG*AACTCAGACT TTAAAGAAAA TTAGATCAAA GTAGAGACTG AATTATTCTG 3660 

CACATCAGAC TCTGAGCAGA GTTCTGTTCA CTCAGACAGA AAATGGGTAA ATTGAGAGCT 3720 

GGCTCCATTG TGCTCCTTAG AGATGGGAGC AGGTGGAGGA TTATATAAGG TCTG6AACAT 37 80 

TTAACTTCTC CGTTTCTCAT CTTCAGTGAG ATTCCAAGGG ATACTACAAT TCTGTGGAAT 3840 

GTGTGTCAGT TAGGGTGTGG AAAGTCCCCA GGCTCCCCAG CAGGCAGAAG TATGCAAAGC 3900 

ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCAGGTGT GGAAAGTCCC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA 3960 

AGTATGCAAA GCATGCATCT CAATTAGTCA GCAACCATAG TCCCGCCCCT AACTCCGCCC 4020 

ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC CATTCTCCGC CCCATGGCTG ACTAATTTTT 40B0 
TTTATTTATG CAGAGGCCGA GGCGCCTCTG AGCTATTCCA GAAGTAGTGA GGAGGCTTTT ' 4140 

TTGGAGGCCT AGGCTTTTGC AAAAAAGCTA ATTCAGCCTG AATGGCGAAT GGGACGCGCC 4200 

CTGTAGCGGC GCATTAAGCG CGGCGGGTGT GGTGGTTACG CGCAGCGTGA CCGCTACACT 4260 

TGCCAGCGCC CTAGCGCCCG CTCCTTTCGC TTTCTTCCCT TCCTTTCTCG CCACGTTCGC 4320 
CGGCTTTCCC CGTCAAGCTC TAAATCGGGG GCTCCCTTTA GGGTTCCGAT TTAGTGCTTT ^ 4380 

ACGGCACCTC GACCCCAAAA ACTTGATTAG GGTGATGGTT CACGTAGTGG GCCATCGCCC 4440 

TGATAGACGG TTTTTCGCCC TTTGACGTTG GAGTCCACGT TCTTTAATAG TGGACTCTTG 4500 

TTCCAAACTG GAACAACACT CAACCCTATC TCGGTCTATT CTTTTGATTT ATAAGGGATT 4560 

TTGCCGATTT CGGCCTATTG GTTAAAAAAT GAGCTGATTT AACAAAAATT TAACGCGAAT 4620 

TTTAACAAAA TATTAACGTT TACAATTTCA GGTGGCACTT TTCGG6GAAA TGTGCGGGGA 4680 

ACCCCTATTT GTTTATTTTT CTAAATACAT TCAAATATGT ATCCGCTCAT GAGACAATAA 4740 

CCCTGATAAA TGCTTCAATA ATATTGAAAA AGGAAGAGTA TGA6TATTCA ACATTTCCGT 4800 

GTCGCCCTTA TTCCCTTTTT TGCGGCATTT TGCCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACG 4860 

CTGGTGAAAG TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAC GAGTGGGTTA CATCGAACTG 4920 

GATCTCAACA GCGGTAAGAT CCTTGAGAGX TTTCGCCCCG AAGAACGTTT TCCAATGATG 4980 

AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCG GTATTATCCC GTATTGACGC CGGGCAAGAG 5040 

CAACTCGGTC GCCGCATACA CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGTACTC ACCAGTCACA 5100 

GAAAAGCATC TTACGGATGG CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG 5160 

AGTGATAACA CTGCGGCCAA CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA GGAGCTAACC 5220 

GCTTTTTTGC ACAACATGGG GGATCATGTA ACTCGCCTTG ATCGTTGGGA ACCGGAGCTG 5280 

AATGAAGCCA TACCAAACGA CGAGCGTGAC ACCACGATGC CTGTAGCAAT GGCAACAACG 5340 
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TTGCGCAAAC TATTAACTGG CGAACTACTT ACTCTAGCTT CCCGGCAACA ATTAATAGAC 5400 

TGGATGGAGG' CGGATAAAGT TGCAGGACCA CTTCTGCGCT CGGCCCTTCC GGCTGGCTGG 54 60 

TTTATTGCTG ATAAATCTGG AGCCGGTGAG CGTGGGTCTC GCGGTATCAT TGCAGCACTG 5520 

GGGCCAGATG GTAAGCCCTC CCGTATCGTA GTTATCTACA CGACGGGGAG TCAGGCAACT 5580 

ATGGATGAAC GAAATAGACA GATCGCTGAG ATAGGTGCCT CACTGATTAA GCATTGGTAA 5640 

CTGTCAGACC AAGTTTACTC ATATATACTT TAGATTGATT TAAAACTTCA TTTTTAATTT 5700 

AAAAGGATCT AGGTGAAGAT CCTTTTTGAT AATCTCATGA CCAAAATCCC TTAACGTGAG 5760 

TTTTCGTTCC ACTGAGCGTC AGACCCCGTA GAAAAGATCA AAGGATCTTC TTGAGATCCT 5820 

TTTTTTCTGC GCGTAATCTG CTGCTTGCAA ACAAAAAAAC CACCGCTACC AGCGGTGGTT 5880 

TGTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG TAACTGGCTT CAGCAGAGCG 5940 

CAGATACCAA ATACTGTCCT TCTAGTGTAG CCGTAGTTAG GCCACCACTT CAAGAACTCT 6000 

GTAGCACCGC CTACATACCT CGCTCTGCTA ATCCTGTTAC CAGTGGCTGC . TGCCAGTGGC 6060 

GATAAGTCGT GTCTTACCGG GTTGGACTCA AGACGATAGT TACCGGATAA GGCGCAGCGG 6120 

TCGGGCTGAA CGGGGGGTTC GTGCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC CTACACCGAA 6180 

CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG 6240 

GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCAGGG 6300 

GGAAACGCCT GGTATCTTTA TAGTCCTGTC GGGTTTCGCC ACCTCTGACT TGAGCGTCGA 6360 
TTTTTGTGAT GCTCGTCAGG GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 
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Fig.8/1 

raXNF-R 

GAATTCCTTT TCTCCGAGTT TTCTGAACTC TGGCTCATGA TCGGGCTTAC TGGATACGAG 60 

AATCCTGGAG. GACCGTACCC TGATTTCCAT CTACCTCTGA CTTTGAGCCT TTCTAACCCG 120 

GGGCTCACGC TGCCAACACC CGGGCCACCT GGTCCGATCG TCTTACTTCA TTCACCAGCG 180 

TTGCCAATTG CTGCCCTGTC CCCAGCCCCA ATGGGGGAGT GAGAGAGGCC ACTGCCGGCC 240 
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Pro Ala Pro Val Arg Lys Trp Glu Asp Val Val Ala Ala Gin Pro Gin Arg Leu Asp Thr 
1325/361 1355/371 

GCA GAC CCT 6CG ATG CTG TAT GCT GTG GTG GAT GGC GTG CCT CCG ACA CGC TGG AAG GAG 
Ala Asp Pro Ala Met Leu Tyr Ala Val Val Asp Gly Val Pro Pro Thr Arg Trp Lys Glu 
1385/381 1415/391 

TTC ATG CGG CTC CTG GGG CTG AGO GAG CAC GAG ATC GAG CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG 
Phe Met Arg Leu Leii Gly Leu Ser Glu His Glu He Glu Arg Leu Glu Leu Gin Asn Gly 
1445/401 1475/411 

CGT TGC CTC CGC GAG GCT CAT TAC AGC ATG CTG GAA GCC TGG CGG CGC CGC ACA CCG CGA 
Arg Cys Leu Arg Glu Ala His Tyr Ser' Met Leu Glu Ala Trp Arg Arg Arg Thr Pro Arg 
1505/421 1535/431 

CAC GAG GCC ACG CTG GAC GTA GTG GGC CGC GTG CTT TGC GAC ATG AAC CTG CGT GGC TGC 
His Glu Ala Thr Leu Asp Val Val Gly Arg Val Leu Cys Asp Met Asn Leu Arg Gly Cys 
1565/441 1595/451 

CTG GAG AAC ATC CGC GAG ACT CTA GAA AGC CCT GCC CAC TCG TCC ACG ACC CAC CTC CCG 
Leu Glu Asn He Arg Glu Thr Leu Glu Ser Pro Ala His Ser Ser Thr Thr His Leu Pro 
1625/461 
CGA TAA 
Arg Stop 

GGCCACACCC CCACCTCAGG AACGGGACTC GAAGGACCAT CCTGCTAGAT 1680 
GCCCTGCTTC CCTGTGAACC TCCTCTTTGG TCCTCTAGGG GGCAGGCTCG ATCTGGCA6G 1740 
CTCGATCT6G CAGCCACTTC CTTGGTGCTA CCGACTTGGT GTACATAGCT TTTCCCAGCT 1800 
GCCGAGGACA GCCTGTGCCA GCCACTTGTG CATGGCAGGG AAGTGTGCCA TCTGCTCCCA 1860 
GACAGCTGAG GGTGCCAAAA GCCAGGAGAG GTGATTGTGG AGAAAAAGCA CAATCTATCT 1920 
GATACCCACT TGGGATGCAA GGACCCAAAC AAAGCTTCTC AGGGCCTCCT CAGTTGATTT 19 BO 
CTGGGCCCTT TTCACAGTAG ATAAAACAGT CTTTGTATTG ATTATATCAC ACTAATGGAT 2040 
GAACGGTTGA ACTCCCTAAG GTAGGGGCAA GCACAGAACA GTGGGGTCTC CAGCTGGAGC 2100 
CCCCGACTCT TGTAAATACA CTAAAAATCT AAAAGTGAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2160 
AAAAAAGGAA TTC 
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Trp Glu Asp Ser Ala His Lys Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 
1293/361 ^ 1323/371 ' 

GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG CTG 

Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp Lys Glu Phe Val Arg Arg Leu Gly Leu 
1353/381 1383/391 
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1413/401 1443/411 

TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACG CCG CGG CGC GAG GCC ACG CTG GAG CTG 

Tyr Ser Met Leu Ala Thr Trp Arg Arg Arg Thr Pro Arg Arg Glu Ala Thr Leu Glu Leu 
1473/421 1503/431 
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1533/441 1563/451 ' 

CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 1580 
Leu Cys Gly Pro Ala Ala Leu Pro Pro Ala Pro Ser Leu Leu Arg Stop 

GGCTGCGCCC CTGCGGGCAG CTCTAAGGAC CGTCCTGCGA 1620 

GATCGCCTTC CAACCCCACT TTTTTCTGGA AAGGA6GGGT CCTGCAGGGG CAAGCAGGAG 1680 

CTAGCAGCCG CCTACTTGGT GCTAACCCCT CGATGTACAT AGCTTTTCTC AGCTGCCTGC 1740 

GCGCCGCCGA CAGTCAGCGC TGTGCGCGCG GAGAGAGGTG CGCCGTGGGC TCAAGAGCCT 1800 

GA6TGGGTGG TTTGCGAG6A TGAGGGACGC TATGCCTCAT GCCCGTTTTG GGTGTCCTCA 1860 

CCAGCAAGGC TGCTCGGGGG CCCCTGGTTC GTCCCTGA6C CTTTTTCACA GTGCATAAGC 1920 

AGTTTTTTTT GTTTTTGTTT TGTTTTGTTT TGTTTTTAAA TCAATCATGT TACACTAATA 1980 

GAAACTTGGC ACTCCTGTGC CCTCTGCCTG GACAAGCACA TAGCAAGCTG AACTGTCCTA 2040 

AG6CAGGGGC 6AGCACGGAA CAATGGGGCC TTCAGCTGGA GCT6TGGACT TTTGTACATA 2100 

CACTAAAATT CTGAAGTTAA AAAAAAAAAA AAAA6GAATT C 2141 
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® TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafUr kodlerende DNAs. 
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@ DNA-Sequenzen, kodierend fur ein TNF-binden- 
des Protein und fur den TNF-Rezeptor, von dem 
dieses Protein die losliche Domane darstelK. Die 
DNA-Sequenzen konnen fOr die Hersteliung rekom- 
binanter DNA-MolekOle zur Hersteliung von TNF- 
bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet 
werden. Rekombinantes TNF-bindendes Protein 
kommt in pharmazeutischen ZUbereitungen zur Be- 
liandlung von Indikationen, bei denen eine schSdi- 
gende Wirkung von TNF auftritt, zur Anwendung. Mit 
HIife des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten davon 
Oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorganismen, transfor- 
miert mit rekombinanten DNA-MolekOlen, enthaltend 
die fOr den TNF-Rezeptor kodierende DNA oder 
Fragmente oder Modifikationen davon, konnen Sub- 
stanzen auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Re- 
zeptor und/oder auf ilire Beeinfiussung der biologi- 
schen Wirkung von TNF untersuciit werden. 
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